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Chromosoma, Bd. 7, S. 1—13 (1955). 


Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Géttingen. 


BEITRAG ZUR SOMATISCHEN CYTOLOGIE 
DER SCHMETTERLINGE*. 


Von 
CHRISTINE Lipp. 
Mit 8 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 26. November 1954.) 
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Einleitung. 


In den diploiden Epidermiskernen der Mehlmotte EL phestia kiihniella Z. 
fanden HENKE und PoHLEy (1952) im Mittel 30 Chromozentren, in den 
Kernen der Schuppen- und Balgbildungszellen, die auf Grund von 
Volumenmessungen als polyploid angesehen wurden, Verdoppelungs- 
stufen dieser Zahl. KOHLER (1932) zahlte in spiten somatischen Pro- 
phasen der Mehlmotte 27—30 Elemente. Dabei miiBten die diploiden 
Somakerne 60 Chromosomen enthalten, da nach WAGNER (1932) in der 
Spermatogenese von Hphestia 30 Tetraden auftreten. Nachdem bei der 
Wasserwanze Corizxa punctata Intia (Lipp 1953) und der Trichoptere 
Limnophilus flavicornis Fasr. (R6NscH 1954) eine Paarung der homo- 
logen Chromosomen im Soma, ahnlich wie bei den Dipteren, nachge- 
wiesen werden konnte, lag eine Deutung der Befunde an Schmetterlingen 
in diesem Sinne sehr nahe. Sie erforderte eine genauere Priifung. 

Im Zusammenhang mit dieser Frage interessierten die Angaben von 
RistER (1950) iiber eine sogenannte ,,somatische Reduktion im 
Fettgewebe der Raupen von Ptychopoda seriata ScurkK. 

Als Untersuchungsobjekt dienten insbesondere Raupen und Puppen- 
fliigel des KohlweiBlings Pieris brassicae, da dieser Schmetterling die 
geringe Chromosomenzahl von n = 15 besitzt. AuBerdem kamen Raupen 
und Puppen von Macrothylacia rubi, Ephestia kiihniella und Philosamia 
cynthia zur Untersuchung. Die Abbildungen beziehen sich simtlich auf 
Pieris brassicae. 

* Herrn Professor A. KUHN zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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Ich danke der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, fiir die 
Unterstiitzung der Arbeit. Herrn Prof. Dr. K. Henxe danke ich fiir die Uber- 
lassung eines Arbeitsplatzes, mannigfache Anregung und sein stetes Interesse. 


Material und Methoden. 

Die Zahl der Generationen betragt bei Pieris brassicae 2—3 im Jahr. 
Die im Mai abgelegten Hier, aus denen sich eine Sommergeneration mit 
kurzer Lebensdauer entwickelt, ist kaum zu beschaffen, da die Hier 
schwer zu finden und die Raupen stark von Schlupfwespen befallen 
sind. Die Ende Juli bis Anfang August abgelegten Kier entwickeln sich 
im Freien und bei Zimmertemperatur meist zur Wintergeneration, die 
im Puppenstadium eine Diapause durchmacht. In einer temperatur- 
konstanten Kammer von 25° C erhielt ich aus diesen Eiern eine Sommer- 
generation. Die Tiere verpuppten sich nach einer Raupenzeit von 
3 Wochen. Nach weiteren 6—8 Tagen schliipften die Imagines. Es 
wurden Tiere beider Generationen untersucht. 


Zur Untersuchung der Mitosen und Endomitosen wurden hauptsachlich Puppen- 
fliigel verwendet, die nach Fixierung in Bouin-Allen nach BaveEr total mit Feulgen- 
Lichtgriin gefarbt und in Euparal eingebettet wurden. Einige Fliigel wurden in 
Alkohol-Eisessig (3:1) fixiert, gequetscht, mit Bouin-Allen nachfixiert und dann 
mit Feulgen-Lichtgriin gefairbt. Das Fettgewebe wurde an Raupen im 1. und 
2. Larvenstadium an Hand von Schnittpraparaten untersucht, die mit Feulgen- 
Lichtgriin gefarbt wurden. 


Interphasekerne. 
Schon ein Vergleich der Kerne verschiedener Schmetterlingsarten 
bestatigt die Vermutung, daB hier jedes Chromosom in der Interphase 





Abb. lau. b. a Interphase. b Beginnende Auflockerung der Chromozentrenpaare vor der 
Prophase. Fliigelepithel. Quetschpraparat, Feulgen-Lichtgriin. 


ein gesondertes Chromozentrum bildet, das mit dem Chromozentrum 
des homologen Chromosoms in verschieden starkem Grade verschmilzt. 
Unter den untersuchten Arten ist dies am stirksten bei Hphestia der 
Fall, deren knopfartigen Chromozentren ihre Doppelnatur nicht anzu- 
sehen ist (vgl. HENKE und Pontry 1952). Ein ahnliches Bild bieten 
die Kerne von Philosamia cynthia, deren Chromozentren jedoch mitunter 
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einen leichten Einschnitt zeigen. Bei Macrothylacia liegen die Chromo- 
zentren der Homologen leicht voneinander getrennt. Der Grad der 
Paarung ist bei Pieris am geringsten (Abb. 1a). 

Dariber hinaus findet man Unterschiede im Paarungsgrad zwischen 
verschiedenen Geweben. Sie kénnen auf dem verschiedenen Funktions- 
zustand der Gewebe beruhen. Zum Beispiel lieB sich auch hier — ahnlich 
wie bei Corixa punctata — beobachten, da8B in den Epidermiskernen die 
Bindung zum homologen Chromosom in der Chitinbildungsphase ge- 
lockert wird. 

Andere Unterschiede, die zwischen den einzelnen Individuen einer 
Art im gleichen Gewebe bestehen, werden besonders in der Prophase 
deutlich. 

Die Mitose. 

Als erstes, sehr friihes Anzeichen einer beginnenden Mitose beob- 
achtet man ein Auseinanderweichen der Chromozentren homologer 
Chromosomen. Dabei lockern sie sich auf, was besonders deutlich im 
Quetschpriaparat zu erkennen ist (Abb. 1b). In diesem Stadium wird die 
Paarigkeit der Chromozentren bei allen Arten erkennbar. Wie sich aus 
diesen aufgelockerten und verlingerten Chromozentren die sehr feinen, 
langen Chromosomenfiaden entwickeln, habe ich nicht ermitteln kénnen. 
Sie treten erst deutlicher im Kernraum hervor, wenn sie sich bereits zu 
spiralisieren beginnen. Wie sich in der friihen Prophase die Homologen 
zueinander verhalten, ist auch schwer erkennbar. Die Chromosomen 
sind in dieser Phase kaum zahlbar. Vermutlich findet hier bei allen 
Kernen keine feste Homologenpaarung statt. Mitunter sind parallel 
nebeneinander Chromosomenabschnitte gleicher Struktur zu sehen 
(Abb. 2a). Aus den vorhergehenden Stadien muB8B geschlossen werden, 
da8 es sich um die Abschnitte homologer Chromosomen handelt. Als 
Spalthalften fiir die bevorstehende Teilung liegen sie zu weit auseinander. 

Bei der nun folgenden Verkiirzung der Chromosomen findet man 
Unterschiede im Paarungszustand der Homologen. Die einzelnen Typen 
der Kerne kommen wohl nebeneinander vor, werden aber von den ver- 
schiedenen Individuen in bestimmter Weise bevorzugt. 

Die homologen Chromosomen kénnen sich bei der zunehmenden 
Spiralisierung so eng zusammenlegen, daB nur die Haploidzahl (15) zu 
finden ist. In diesem Falle trennen sie sich erst kurz vor der Metaphase, 
um gleich darauf in die Tochterchromosomen zu zerfallen (Abb. 2b, f, g). 
Bei den anderen Kernen bleiben die Homologen nur auf Distanz gepaart 
(Abb. 2c, e). Dabei haingen sich haufig die Chromosomen paarweise mit 
den Enden aneinander, wobei die eigentliche Paarung in Form eines 
Nebeneinander aufgegeben wird (Abb. 2d). Abb. 3 zeigt die Trennung 
der Homologen und den Zerfall in Tochterchromosomen in den Aqua- 
torialplatten der Mitosen der Schuppenstammzellen I. Ordnung, durch 
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die eine in die Tiefe abgegebene Zelle von der Schuppenstammzelle 
II. Ordnung getrennt wird (vgl. HENKE und PoHLEy 1952). Da diese 











Abb. 2a—g. a Frithe Prophase, Paarung auf Distanz. b Mittlere Prophase mit vollstin- 
diger Homologenpaarung. c Etwas spatere Prophase mit Paarung auf Distanz. In 
d Aneinanderhaingen der Homologen mit den Enden. e Sp&te Prophase bei Paarung auf 
Distanz. f, g Auseinanderfallen der Homologen und Teilung in Tochterch in 
der Prometa- und Metaphase der Kerne mit vollstindiger Homologenpaarung. 
Fligelepithel der Sommergeneration. Totalpraiparat, Feulgen-Lichtgriin. 


Teilung mit senkrecht zur Oberfliche gestellter Spindel erfolgt, erhalt 
man die Aquatorialplatten in Polansicht. 
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Mit beginnender Anaphase sind die homologen Chromosomen wieder 
mehr oder weniger stark gepaart (Abb. 4). 

Die fiir die Schmetterlinge bekannten Chromosomenverklebungen, 
die in den meisten Fallen eine genauere Untersuchung der Mitose so 
erschweren, fand ich bei Pieris brassicae fast nur bei Tieren der Winter- 
generation. Diese Kerne zeigen zunichst eine besonders starke Neigung 
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Abb. 3au.b. Aquatorialplatten der differentiellen Mitosen der Schuppenst lien des 





Fliigelepithels mit senkrecht zur Epitheloberflache gesteliten Spindeln. a Trennung der 
Homologen. b Teilung in Tochterchromosomen. Totalpraparat, Feulgen-Lichtgriin. 





gee Os ly 
Abb. 4au.b. Beginnende Anaphasen im Fligelepithel. In a sehr enge Homologenpaarung, 
durch alle optischen Ebenen waren nur 15 Paare gegeniiberliegender Chromosomen 
zu zihlen. In b sind die Chromosomen teilweise als Paare erkennbar. Totalpraparat, 
Feulgen-Lichtgriin. 
zur Homologenpaarung. Die Verklebung beginnt in der mittleren Pro- 
phase damit, daB sich die eng gepaarten Chromosomen mit ihren Enden 
aneinander hingen (Abb. 5a und b). Indem dieser Vorgang weiter fort- 
schreitet, verkleben sie auch seitlich miteinander bis sie zu einer ein- 
heitlichen Masse verschmolzen sind (Abb.5c—m). Es scheint keine 
GesetzmaBigkeit zu geben, welche Chromosomen bevorzugt miteinander 
verkleben, doch sieht man haufig 1 oder 2 einzelne Chromosomen neben 
der Masse liegen, die die tibrigen Chromosomen miteinander bilden. In 


Chromosoma. Bd. 7. lb 





6 CuristrnE Lier: 


den Aquatorialplatten (Abb. 5n, 0) und den Tochterplatten sind selten 
einzelne Chromosomen erkennbar. Erst in der Interphase liegen die 
Chromozentrenpaare wieder einzeln im Kernraum verstreut. 
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Abb. 5a—o. Mitosen mit Chromosomenverklebungen im Fliigelepithel der Wintergeneration. 

Zunehmendes Aneinanderhingen (a—c) und anschlieBendes seitliches Verkleben (d—m) 

der eng gepaarten Homologen im Laufe der Prophase. n Verhaltnism&Big stark auf- 

gelockerte Prometaphase, die Chromosomen aber auch hier miteinander verklebt. 
o Metaphase. Totalpriparat, Feulgen-Lichtgriin. 








Die Endomitose. 
Der Verlauf der Endomitose wurde besonders an den Bildungskernen 
der Tracheen untersucht (Abb. 7a—d). 
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Bei den trichogenen Zellen fallt auf, daB sich ihre Chromosomen haufig in der 
Mitte des Kernes ansammeln, wie es schon SUFrertT (1937) beschrieben hat. Dies 
ist sowohl bei den Teilungen der Stammzellen als auch wahrend der spateren Endo- 


mitosen der Schuppenbildungszellen der Fall (Abb. 6). 
Strrert hilt es fiir méglich, daB hier ein Fixierungs- 
artefakt vorliegt. Ich fand dieses Bild sowohl bei 
Bouin-Allen als auch bei Alkohol-Eisessigfixierung, 
wahrend Sirrert mit Sublimat-Eisessig fixierte. 
Auf jeden Fall kamen hier durch die Fixierung 
physiologische Unterschiede zwischen Fliigelepithel- 
und Schuppenstammzellen zum Ausdruck. Durch diese 
Chromosomenansammlung sind die Kerne zur Unter- 
suchung von Mitose und Endomitose ungeeignet. 


Die Bilder entsprechen friiheren Beschrei- 
bungen von Endomitosen (GEITLER 1939, Lipp 
1953). Wie bei Coriza sind auch hier in der 
Endoprophase die Chromosomen auf Distanz 
gepaart (Abb. 7a). In der Endometaphase 
verkiirzen sich die Chromosomen ebenso stark 


Abb. 6. Mitotische Prophase 
einer Schuppenstammzelle, 
die Chromosomen in der 
Kernmitte angesammelt. 
Totalpriparat, Feulgen- 
Lichtgriin. 


wie in der Mitose (Abb. 7b). Auch hier scheint dieses Stadium nur 
sehr kurz zu dauern, da man es sehr selten antrifft. 








Abb. 7a—d. Endomitosen in Tracheenkernen. a Endoprophase (2n—é4n). b Endometa- 
phase (4n—8n). c Endoanaphase (2n—4n), der Kern erscheint durch seine besondere 
Form im Umri8 verhaltnismaBig klein. d Teil cines Schuppenbildungskernes in Endo- 
telophase (8n—16n), haufig 4 gleichartige Chromosomen nebeneinander. Totalpraparat, 


Feulgen-Lichtgriin. 
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Bei den Schmetterlingen fallt allgemein auf, daB besonders in den 
gréBeren, polyploiden Kernen der Formwechsel der Chromosomen inner- 
halb eines Kernes nicht immer ganz synchron verlaiuft. In sehr hoch 
polyploiden Kernen befinden sich mitunter in einem Teil des Kernes 
die Chromosomen noch in Endometaphase, wihrend in einem anderen 
Teil bereits die Telophase erreicht wird. Dies ist besonders bei Chromo- 
somenzahlungen zu beachten. 

Im Unterschied zu Coriza bleiben nach der Endotelophase haufig 
die 4 Abkémmlinge eines Chromosomenpaares nebeneinander liegen 
(Abb. 7d). Diese Tatsache kénnte somatische Reduktionen, wie sie 
RiIsLER (1950) beschreibt, als méglich erscheinen lassen. 


Mitosen im Fettgewebe. 

RIsLER untersuchte das Fettgewebe von Ptychopoda seriata SCHRK. 
Er schloB aus dem Wachstum der Fettgewebekerne um den Faktor 4 
auf 2 Endomitoseschritte in der ersten Hilfte jedes Larvenstadiums. Die 
entstandene Chromosomenzahl soll durch 2 aufeinanderfolgende Tei- 
lungsschritte der Kerne ohne Chromosomenteilung zur Ausgangszahl 
reduziert werden. Diese zweite Behauptung stiitzt Rister auf die 
Beobachtung von 2 verschiedenen Aquatorialplattengré8en, die wahrend 
der Mitosenperiode im Fettgewebe auftreten; dabei waren die grodBeren 
Platten zeitlich friiher zu finden als die kleineren. Am Ende des Larven- 
stadiums hatten die Kerne die AusgangsgréBe wieder erreicht. 

Um dies zu priifen, untersuchte ich besonders das Fettgewebe von 
Pieris brassicae in den ersten beiden Larvenstadien. 

Das 1. Larvenstadium dauerte bei einer Zuchttemperatur von 25°C ungefahr 
60 Std. Die Mitosenperiode, bestimmt als Zeit mit leicht erkennbaren Teilungs- 
stadien, liegt bei 35—-55 Std, die Zahl der Metaphasen ist bei 40—48 Std am 
gréBten. Erste Anzeichen der bevorstehenden Kernteilungen findet man in der 
Epidermis schon bei 15—18 Std in Form der beschriebenen Auflockerung der 
Chromozentren, wobei sich die Kerne stark vergréBern. Die Fettgewebezellen 
beginnen mit dieser Entwicklung ein paar Stunden spiter. 

Das Fettgewebe der Eiriupchen besteht hauptsiachlich aus tetra- 
ploiden (etwa 80%), wenigen diploiden (etwa 12%) und sehr wenigen 
oktoploiden (etwa 8%) Kernen. Die Endomitosen, in denen die Poly- 
ploidisierung eintrat, miissen wihrend der Embryonalentwicklung statt- 
gefunden haben. 

Eine genaue Untersuchung der Kerne wihrend des 1. und 2. Larven- 
stadiums zeigte, daB in dieser Zeit typische Mitosen stattfinden, in 
denen die Kerne der verschiedenen Kernstufen vermehrt werden. Die 
Paarung der homologen Chromosomen ist dabei ziemlich eng, sie trennen 
sich in der Pro-Metaphase und sind nach der Teilung in Tochterchromo- 
somen in der Anaphase wieder gepaart. Bei den polyploiden Kernen 
bestehen dic entsprechenden Paare aus den aus der letzten Chromosomen- 
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teilung hervorgegangenen Tochterchromosomen. Wenn man ohne die 
Kenntnis der mitotischen Vorginge bei diploiden Kernen die Chromo- 
somen in den polyploiden Kernen paarweise in die Aquatorialplatte ein- 
ricken sieht, kénnte man an eine bevorstehende Reduktion der Chromo- 
somenzahl durch eine Kernteilung ohne Chromosomenteilung denken. 
In Wahrheit findet aber keine Reduktion statt. 

Die Aquatorialplatten der Kerne verschiedener Stufen sind, wie zu 
erwarten, von verschiedener GréBe. Es wurden nur wenige Aquatorial- 
platten (43) gemessen, naémlich nur solche, die deutlich dem Fettgewebe 
angehérten. Im Fettgewebe liegen sehr viele Blutzellen, deren Aqua- 
torialplatten von denen des Fettgewebes oft 
nur schwer zu unterscheiden sind. Die 
Durchmesser der Aquatorialplatten betrugen 
fiir diploide Kerne 2,6—3,4 y, fiir tetraploide 
Kerne 3,0—5,2 u, die der oktoploiden Kerne 
5,2—6,0 uw. Ein zeitliches Nacheinander 
groBer und kleiner Platten, wie es RISLER 
fir Ptychopoda angibt, fiel mir nicht auf. 

Endomitosen finden im Fettgewebe wih- 
rend des 1. und 2. Larvenstadiums héchstens 
. a Abb. 8. Endoanaphase (4n bis 
in ganz geringem Umfang statt. Unter gn) im Fettgewebe des ersten 
mehreren hundert Kernen war einer, in dem J@rvenstadiums. Schnittpra- 
wohl eine Endoanaphase stattfand (Abb. 8). oe eee 
Das Verhiltnis der di-, tetra- und oktoploiden Kerne bleibt wahrend 
des 1. und 2. Larvenstadiums annahernd das gleiche, nur die Zahl der 
oktoploiden Kerne ist am Ende dieses Zeitabschnittes etwas erhdht. 
Dies kann auf einer geringen Anzahl von Endomitosen tetraploider 
Kerne beruhen, oder die oktoploiden Kerne vermehren sich etwas 
stirker als die anderen. 

Wihrend des Mitosezyklus machen die Kerne des Fettgewebes starke 
GréBenainderungen durch. Ohne Beriicksichtigung der Anzahl und des 
Verhaltens der Chromosomen kénnen diese Vorginge dazu fiihren, daB 
irrtiimlich auf Endomitosen geschlossen wird. Die Kerne wurden daher 
quantitativ untersucht. Da sie die einzelnen Stadien der Mitose nicht 
streng synchron durchlaufen und oft mit nur geringen Verainderungen 
der chromosomalen Struktur starke Volumeninderungen des Kernes 
einhergehen, habe ich die Mittelwerte der KerngréBen nicht einfach aus 
den Kernen von Raupen gleichen Alters gewonnen, vielmehr wurden die 
Kerne nach ihrer Morphologie getrennt behandelt. Dabei wurden 
8 Stadien unterschieden: 

I. Interphasekerne mit kurzen, dichten Chromozentren; 


II. Aufgelockerte Chromozentren, Auseinanderweichen der Homologen; 
III. Beginnende Prophase, weitere Verlingerung der Chromozentren, leicht auf- 


gelockerter Nukleolus; 
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IV. Chromosomenfiden, Auflésung des Nukleolus; 
V. Verdickung der Faden durch erneute Paarung der Homologen und begin- 
nende Kontraktion; 
VI. Die Kerne wirken geblaht durch die stark kontrahierten Chromosomen im 
hellen Kernplasma; 
VII. Kerne kurz nach der Telophase mit eben gebildeter Kernmembran, die 
Chromosomen noch stark kontrahiert; 
VIII. Kerne mit leicht entspiralisierten Chromosomen kurz vor der Chromosomen- 
zentrenbildung. 


Die mit der Mitose verkniipften Volumenanderungen der Kerne im 
1. Larvenstadium zeigt die Tabelle 1. Von der Interphase (I) bis zum 


Tabelle 1. Volumina der di-, tetra- und oktoploiden Fettgewebe- und der diploiden 
Epidermiskerne wahrend der Mitose im 1. Larvenstadium in pu. 
Von den di- und oktoploiden Kernen wurden wegen der geringen Anzahl von 
Messungen (je 5—12) nur die arithmetischen Mittel berechnet. 





| | 








Stadium | 2n | 4n | 8n | Epidermis 
I | 16,2 | 37,543,9 | 99 | 13,546 
cdo 69545 |118 | 24,5444 
Ml | 44 | 81,6456 | 178 | 
IV 63 | 1035492 |216 | 3946) 
Vs} «87—sCO*|:«130,747,5 | 290 | 
VI | 124 | 1914153 | 425 | 6047, 
VII 2% | 40465 95 
viI | 39 | 8045.2 | 104 30-+45,7 
Faktor VI :I| 7,7 5,1 43| 4,45 


Ende der Prophase (VI) steigt das Volumen stark an. Auffalligerweise 
nimmt der Wachstumsfaktor (VI:I) mit steigender Polyploidiestufe ab. 
Ob hierin eine besondere GesetzmaBigkeit liegt, miiBte an einem groBeren 
Zahlenmaterial nachgepriift werden. Jedenfalls ist der Faktor bei allen 
Kernsorten viel gréBer als 2. Aus dem GréBenwachstum der Kerne darf 
demnach nicht auf Endomitosen geschlossen werden. Es hingt mit dem 
Mitosezyklus zusammen. 

Die Kerne sind zu Beginn des 2. Larvenstadiums allgemein etwas gréBer als 
im schliipfenden Eiraéupchen. Durch diesen Zuwachs mag der Wachstumsfaktor 
erhéht sein, doch liegt er auch im 2. Larvenstadium immer iiber 4, obwohl die 
Kerne hier die gleiche InterphasengréBe beibehalten. 

Aus der Hiufigkeit, mit der man die beschriebenen Phasen findet, 
ist zu schlieBen, daB besonders die Stadien IV und V langer dauern als 
die anderen. Bei einer genauen zeitlichen Registrierung der GréBen- 
zunahme der Kerne erhielte man keinen gleichmaBigen Anstieg, sondern 
die Wachstumskurve wiirde eine Stufe zeigen. Betrachtete man diese 
Kurve allein, ohne auf das Verhalten der Chromosomen zu achten, so 
kénnte man auch aus ihr irrtiimlich auf ein endomitotisches GréBen- 
wachstum der Kerne schlieBen. 
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Auch im Fettgewebe von Macrothylacia fand ich in den ersten beiden 
Larvenstadien keine Endomitosen, sondern nur Mitosen, bei denen ein 
aihnlich starkes Prophasewachstum stattfand. Genaue Messungen habe 
ich hier nicht vorgenommen. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Die Erscheinung der somatischen Paarung homologer Chromosomen 
bei nicht dipteren Insekten ist aus friiheren Arbeiten bekannt (Lipp 
1953, ROnscu 1954). Sie wurde jetzt auch bei den Schmetterlingen 
nachgewiesen. Als neuer Befund kommt hinzu, da8 nicht nur bei den 
einzelnen Individuen einer Art, sondern sogar innerhalb eines Indivi- 
duums im gleichen Gewebe der Grad der Homologenpaarung wahrend 
’ der Prophas> verschieden sein kann. Hieraus ist zu schlieBen, daB die 
Paarung ein Vorgang ist, der mit dem Formwechsel der Chromosomen 
im Laufe der Mitose in keinem direkten Zusammenhang steht. 

Die endomitotischen Vorgdnge verlaufen zum Teil auffallend wenig 
synchron. Im Epithel des Puppenfliigels kann man wohl Mitosenester, 
selten aber Anhiufungen von Tracheen- oder Schuppenbildungskernen 
in gleichen Endomitosestadien antreffen. Es kann sogar vorkommen, 
daB innerhalb einzelner groBer Kerne die Chromosomen nicht gleich- 
zeitig ihre mit der Endomitose verkniipften Strukturverinderungen 
durchmachen. Diese Kerne zeigen eine fleckenartige Verteilung von 
z.B. endometa-, -ana- und -telophasischen Chromosomen. Hier kénnen 
bei Chromosomenziahlungen leicht Fehler entstehen, indem die feulgen- 
positiven Kérper, die in einem Teil des Kernes aus 2 eng gepaarten 
Chromosomen bestehen, wahrend sie in anderen Teilen einzelne Chromo- 
somen darstellen, als gleichwertig angesprochen werden. 

Das mit einer Endomitose verkniipfte Kernwachstum geht wahrschein- 
lich ganz allgemein nicht gleichfoérmig vor sich. Bei den trichogenen 
Zellen der Epidermis steigt das Volumen bis zur Endoprophase an, fallt 
in der Endometaphase ab und steigt bis zur Endotelophase wieder stark 
an. In der folgenden Interphase nimmt das Volumen wieder etwas ab 
(Liep 1953). Dieser Rhythmus beruht aber hier sicher zu einem wesent- 
lichen Teil auf Volumenschwankungen, die auf die Zellfunktionen zu- 
rickzufihren sind. Er findet sich auch bei den von RisLeR untersuchten 
Spinndriisenkernen, doch kénnte auch hier der Arbeitsrhythmus der 
Zelle eine Roile spielen. Ich hatte aber auch bei den Tracheenkernen 
den Eindruck, da8 das Volumen in der Endometaphase voriibergehend 
etwas vermindert wird und auch nach der Telophase leicht abfallt. 
Leider sind diese scheibenférmigen und gekriimmten Kerne schwer zu 
messen. 

Im Fettkérper von Pieris und Macrothylacia fiihren die polyploiden 
Kerne ebenso wie die diploiden normale Mitosen durch. Bei Pieris fihrt 
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die Volumenzunahme der Kerne in der mitotischen Prophase zu einer 
VergroBerung, die je nach der Kernstufe das 4—8fache betragt. Dieses 
Wachstum geht in 2 Phasen vor sich. Beides kann zu einem irrtiimlichen 
SchluB auf ein endomitotisches Kernwachstum fiihren, wenn die Anzahl 
und das Verhalten der Chromosomen nicht beriicksichtigt wird. 

Fiir die Frage nach dem Vorkommen einer somatischen Reduktion der 
Chromosomenzahl koénnte man der Erscheinung Bedeutung beimessen, 
daB nach den Endomitosen die 4 Tochterchromosomen eines Paares, 
das aus den beiden Homologen oder, bei bereits vorher polyploiden 
Kernen, aus Schwesterchromosomen besteht, oft noch nebeneinander 
liegen bleiben. Hierdurch kénnte eine Reduktion der Chromosomenzahl 
in einer Kernteilung ohne Chromosomenteilung (vgl. RistER 1950) er- 
leichtert werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, daB bei vervier- 
fachter Chromosomenzahl sogar die 8 Abkémmlinge eines Chromo- 
somenpaares dicht zusammenbleiben und damit eine Reduktion in 
2 Schritten begiinstigen kénnten. Bei Pieris und Macrothylacia fand ich 
jedoch derartige Verminderungen der Chromosomenzahl nicht. Die 
somatische Paarung der Chromosomen beim Einriicken in die Mitose- 
spindel kann leicht den irrtiimlichen Eindruck erwecken, als ob eine 
Chromosomenreduktion bevorstande. 


Zusammenfassung. 

1. Bei den Schmetterlingen HE phestia kiihniella, Philosamia cynthia, 
Macrothylacia rubi und Pieris brassicae paaren sich die homologen Chro- 
mosomen in den somatischen Kernen in verschieden starkem Grade. 

2. Intraindividuelle Schwankungen im Paarungsgrad wahrend der 
Prophase zeigen, da die Chromosomenpaarung mit der Chromosomen- 
teilung in keinem direkten Zusammenhang steht. 

3. Bei hochpolyploiden Kernen des Puppenfliigels verlaufen die 
endomitotischen Strukturverinderungen der Chromosomen innerhalb 
eines Kernes oft nicht synchron. 

4. In den beiden ersten Larvenstadien von Pieris und Macrcthylacia 
zeigen die groBenteils polyploiden Kerne im Fettgewebe ein starkes 
GréBenwachstum, das mit normalen Mitosen, nicht mit Endomitosen 
in Zusammenhang steht. Eine Reduktion der Chromosomenzahlen der 
polyploiden Kerne durch Kernteilungen ohne Chromosomenteilungen 
findet nicht statt. Ein naheres Studium der KerngréS8enainderungen 
und des Verhaltens der Chromosomen zeigt, auf welche Weise Endo- 
mitosen und somatische Reduktionen vorgetiuscht werden kénnen. 
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From the Zoological Institute, Hokkaido University, Sapporo. 


BEHAVIOR OF THE MITOCHONDRIA IN RELATION TO THE 
DIVISION OF THE ANUCLEAR CYTOPLASMIC BUD 
IN GRASSHOPPER SPERMATOCYTES *. 


By 
Sagtro Makino and Hrrosui NAKAHARA. 
With 8 figures in the text. 
(Hingegangen am 12. Oktober 1954.) 


In former papers (Makino and Nakawara 1951, NakaHara 1952), 
evidence was presented on the relation of mitochondrial elongation to 
cytoplasmic division indicating that the formation of the cleavage 
furrow is dependent upon cell elongation caused by the stretching of 
the mitochondrial bundles. This concept was borne out by the fact 
that in the caffeine- or acriflavine-treated grasshopper spermatocytes, 
a failure of migration of separated chromosomes to the poles, or stickiness 
of the chromosomes, occurs, due to the spindle disturbance. However, 
the mitochondria do not seem to be affected, but show a normal 
elongation into bundles in the polar axis, and the cleavage furrow is 
formed across the middle part of the mitochondrial bundles in a regular 
fashion. The new data to be described below will supplement the above 
evidence. 

While tracing the regular course of the division of the untreated 
grasshopper spermatocyte (Podisma sapporense) by phase-contrast 
microscopy, the junior author met with three abnormal anaphase cells 
in each of which the formation of a restitution-nucleus occurred following 
the separation of chromosomes in the first division. 

For observation hanging-drop preparations were made as follows: germ cells 
were placed on a clean cover-slip with a small amount of body fluid from the 
operated animal. Then the cover-slip was inverted over a depression-slide, and 
the edge of the cover-slip was sealed with liquid paraffin. The observations were 
carried out at a room temperature of 20°C. 

The three abnormal spermatocytes here observed were found to 
follow a similar pattern in the process of division. The following 
descriptions which were based on the observations on one of the three 
examples will apply to all of them. For detailed descriptions on the 
course of normal division the reader is referred to the former paper 
by Nakawara (1952). 

* Contribution No. 321 from the Zoological Institute, Faculty of Science, 


Hokkaido University, Sapporo, Japan. With the financial support from the 
Scientific Research Fund of the Ministry of Education. 
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One of the cells under observation began to divide from a prophase 
stage of the first division, and the metaphase and anaphase stages 
passed in normal fashion. When early telophase was reached, the 
poleward movement of the chromosomes was suddenly arrested, the 
separated chromosomes came together, and a nuclear membrane 
developed arround the chromosome masses. Thus, the formation of 
a restitution-nucleus resulted. The cause of this abnormality is unknown. 
During anaphase and early telophase, the mitochondria showed a normal 
orientation and behavior; they elongated parallel to the polar axis 
lining up on the surface of the spindle body and formed the characteristic 
bundles. The elongation of the mitochondrial bundles continued after 
the formation of the restitution-nucleus. With further elongation the 
mitochondrial bundles began to push out the cell membrane at the 
place opposite the nucleus, and this resulted in the formation of a long 
narrow projection. Then a constriction appeared around the projection, 
across the place just corresponding to the middle part of the elongated 
mitochondrial bundles. The constriction developed into a regular cleavage 
furrow and a small anuclear bud was pinched off, as shown in Figure 1. 
It is without doubt that the formation of the restitution-nucleus is 
the result of a spindle disturbance. It can be induced experimentally 
by the application of a number of agents which destroy the spindle, 
many examples being found in the literature (NAKAHARA 1952). There- 
fore, the present events seem to show that the elongation of the mito- 
chondrial bundles is not associated with, or not caused by, the stretching 
of the spindle, and further that the anuclear cytoplasmic bud here 
produced can contain the mitochondria alone, without including either 
the spindle fibers or the centrosomes. 

Following the formation of the anuclear bud, the mother cell under- 
went the second division, and prophase, metaphase, anaphase and 
telophase stages passed in regular manner, showing the diploid number 
of chromosomes (Figs. 2-6). The behavior of the mitochondria also 
remained normal in the mother cell. At metaphase the mitochondria 
were distributed in the cytoplasm without definite orientation (Fig. 2). 
At the onset of anaphase, the mitochondria underwent a definite 
orientation; they lined up so as to adhere to the surface of the spindle 
body (Fig. 3), and aggregated into a few bundles. With the separation 
of the chromosomes, the mitochondria also migrated towards the poles 
in the form of bundles (Fig. 4). At telophase the mitochondrial bundles 
remained stretched like bridges between the nuclei in reconstruction 
(Figs. 5-6). The formation of the cleavage furrow at the end of telo- 
phase took place across the middle part of the mitochondrial bundles, 
and the furrow cut the cell body, as well as the mitochondrial bridges, 
into two (Figs. 6-8). 
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The relation of the elongation of the mitochondria to cytoplasmic 
division is more emphasized by the division of the anuclear bud. The 
behavior of the mitochondria in the anuclear bud follows essentially 
a similar pattern as described above for the mother cell, with a similar 
time-relation. In the anuclear bud corresponding to the metaphase 
stage of the mother cell, the mitochondria showed distribution without 
definite orientation (Fig. 2). At the anaphase stage of the mother cell, 
the mitochondria of the anuclear bud showed also anaphase behavior; 
they arranged themselves longitudinally parallel to the long axis of 
the bud (Figs. 3-4). As the stage advanced, the mitochondria of the 
anuclear bud elongated along the long axis of the bud in the form of 
bundles quite similarly to those of the mother cell (Figs. 5-6). This 
elongation of the mitochondrial bundles in turn caused the elongation 
of the anuclear bud (Fig. 6). Then a constriction appeared in the bud 
around the place just corresponding to the middle part of the elongated 
mitochondrial bundles (Figs. 6-7). The constriction developed into a 
cleavage furrow (Fig. 7); the furrow became progressively narrower 
and finally cut the anuclear bud into two daughter bodies (Fig. 8). 
The course of division, as described above, proceeded synchronously 
in both the mother cell and the anuclear bud. 

The results of the above observations demonstrate clearly the 
relationship between mitochondrial elongation, cell elongation and 
cleavage furrow, and are in favor of the view that elongation of the cell 
and cleavage furrow are associated with mitochendrial elongation. 
Certain experimental data (NAKAHARA, unpublished) indicates that 
when the mitochondria are inhibited from elongating, the chromosomes 
can divide, migrating respectively to the opposite poles, while the 
cleavage furrow does not appear at all. Ris (1949), in the abnormal 
division of grasshopper spermatocytes, showed the formation of the 
anuclear bud as a result of lateral expansion of the spindle, and con- 
cluded that the cleavage furrow is dependent on cell elongation caused 
by the stretching of the spindle. In the present case, however, there 
is circumstantial evidence to show that the anuclear cytoplasmic bud 
includes neither the spindle fibers nor the centrosomes, because, prior 
to the formation of the bud, the spindle seems to be destroyed in the 
mother cell. The anuclear cytoplasmic bud which received the mito- 
chondria only (in an approximately half set) from the mother cell, 
but no spindle fibers, showed a constricting furrow which was formed 
across the middle part of the elongated mitochondrial bundles and later 
divided into two bodies. It appears therefore that the elongation of 
the mitochondria may not be under the control of the spindle fibers 
nor of the centrosomes, and it induces cell elongation which causes 
the formations of the cleavage furrow. The cause of the mitochondrial 
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elongation can not, however, be ascertained at present. The view 
suggesting the relation of the movement of the mitochondria to the 
protoplasmic streaming (comp. HueHEs 1952) is called to the authors’ 
attention in connection with the present phenomenon, though no real 
attempt to analyse the relationship has yet been made. 


Zusammenfassung. 

Ks werden 3 Faille abweichender Reifeteilungen der 1. Spermatocyten 
von Podisma sapporense nach Lebendbeobachtung beschrieben, bei 
denen es nach einer unbekannten Stérung zu einer Restitutionskern- 
bildung am Ende der Anaphase I kam und trotzdem eine kernlose 
Plasmaknospe abgeschniirt wurde. Da bei der Restitutionskernbildung 
die Spindel wohl sicher riickgebildet wurde, kann die Knospe auBer 
den Mitochondrien keine weiteren Zellbestandteile erhalten haben. 
Trotzdem teilte sie sich synchron mit der kernhaltigen (diploiden) 
Zelle, wobei es auch in ihr zur Bildung eines gestreckten Mitochondrien- 
biindels kam, durch dessen Mitte die Teilungsfurche einschnitt. Es 
wird die Ansicht vertreten, daB das Mitochondrienbiindel (nicht die 
Spindel) auch in normalen Zellen durch seine Streckung die Durch- 
schniirung des Plasmakoérpers verursacht. 
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From the Department of Genetics, Carnegie Institution of Washington, 
Cold Spring Harbor, New York. 


THE ROLE OF RIBONUCLEOPROTEINS IN THE 
PRODUCTION OF MITOTIC ABNORMALITIES*. 


By 
BERWIND P. KAUFMANN and Nirmat K. Das. 
With 19 figures in the text. 
(Eingegangen am 25. Oktober 1954.) 


The ability of solutions of ribonuclease to alter the form and mitotic 
distribution of chromosomes in root-tip cells has been reported in 
previous publications (KAUFMANN et al. 1952, 1953; KaurmMann and 
Das 1954). Production of aberrations by ribonuclease is associated with 
the degradation of ribonucleoproteins, and this relationship emphasizes 
the importance of compounds containing ribonucleic acid (RNA) ir 
determining normal chromosome form and distribution in meristematic 
cells. Because of the implications of these findings with respect to the 
production of aberrations by other agents, it seems desirable that the 
observational evidence of the action of ribunuclease on dividing cells 
be presented in more detail than heretofore. The present report is con- 
cerned, therefore, with the effects of solutions of ribonuclease on growing 
roots of onion (Allium cepa L.) and lily (Lilium tigrinum Kzr.). A few 
confirmatory observations on root tips of the broad bean (Vicia faba L.) 
are also included. 

Materials and Methods. 


Onion buibs and bean seeds were rooted in moistened, sterilized sand, or in tap 
water, at room temperature (ca. 22°C.). The lily roots were grown from bulbils 
placed on wet filter paper in petri dishes, which were kept in a 25° incubator. 
Efforts to root these materials directly in solutions of ribonuclease were not 
successful, since growth under such conditions was either inhibited or sporadic 
and slow. 

For treatment, the roots were immersed in solutions of ribonuclease or other 
materials that served as controls. Some of the lily roots were inundated with these 
liquids without removal from the petri dishes, whereas others were transferred to 
Columbia staining dishes partitioned by blank cover slips that held un the bulbils 
and permitted the roots to extend down into the solution. Narrow-throated con- 
tainers with flaring tops were used to support the onion bulbs and bean seeds, from 
which the roots depended into the treatment chamber. In an effort to avoid distur- 
bance that might result from uprooting and transfer to liquid medium, the bulbs 
and seeds were wetted, while growing in sand, with the solutions to be tested, but 
this method of treatment gave such.variable results that it was soon discarded. 


* This study was supported by a research grant (RG-149) from the National 
Institutes of Health, U.S. Public Heaith Service. 
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Solutions in which the roots were immersed were aerated continuously during 
the course of treatment’, since preliminary tests had shown that exhaustion of 
dissolved air from water in which roots were growing led to production of abnor- 
malities with a frequency in excess of that found in roots removed directly from 
bulbs and seeds planted in sand. 

In the course of these studies seven different samples of ribonuclease were 
tested. They were extracted from beef pancreas, crystallized, purified, and assayed 
for enzymatic activity in this laboratory by Dr. Margaret McDona_b, using her 
modification (1948) of the method of Kunrrz (1940). All were effective in producing 
abnormalities of the types described in the next section of this article. 

These samples were used experimentally in concentrations ranging from 0.001 
to 1.0 mg. per ml., dissolved in water or 0.01 M potassium phosphate buffer. When 
distilled water was used as the solvent, the py of the solution was about 5.8. 
Solutions of ribonuclease in tap water gave py’s close to 6.0, and could be adjusted to 
that py with a trace of 0.001 N sodium hydroxide. Care was necessary, however, 
to avoid excessive concentrations of the alkali, which made the roots translucent. 
For that reason, treatments at py’s higher than 6 were made with solutions of 
ribonuclease in phosphate buffer. Duration of treatment varied in different ex- 
periments from 15 minutes to 48 hours. Following exposure to the action of the 
enzyme, the roots were transferred to tap water or phosphate buffer to determine 
the sequelae of the treatment. 

An extensive series of controls was maintained. It is customary in studies 
involving chemical treatment of cells to regard the solvent as an adequate control 
on the solute being tested, but the use of enzymes requires evaluation of other 
variables. The theoretically ideal control in experiments employing ribonuclease 
would be the enzyme in an inactive but otherwise unaltered state. Inactivation 
may be effected by heating the enzyme solution or exposing it to ultraviolet radia- 
tion, but these methods not only denature the protein molecules but also alter other 
properties of the solution. In assessing the validity of inactivated ribonuclease as 
a control it was necessary, therefore, to determine whether the products of dena- 
turation, or the substances produced by irradiation of the solvent were in themselves 
capable of modifying mitotic processes in root-tip cells. It was also necessary to 
evaluate the action of products arising from the degradation of RNA by ribonuclease 
and the effect on dividing cells of solutions of enzymatically inactive substances 
having molecular weights and osmotic properties comparable with those of the 
ribonuclease solutions. 

On the basis of the foregoing requirements, the controls included the following 
solvents and solutes: unirradiated and ultraviolet irradiated tap water and distilled 
water, potassium phosphate buffer, inactivated ribonuclease (prepared from a 
1 mg. per ml. solution that had been boiled or exposed to ultraviolet radiation of 
wavelength 2537 A, which reduced the activity, as determined by chemical assay, 
to less than that of a solution containing 1.25 x 10-4 mg. per ml.), a mixture of 
amino acids in the proportions characteristic of ribonuclease (BRAND, 1948), 
histone from calf thymus, protamine from salmon?, egg albumin, sucrose, and a 
ribonuclease digest of RNA. In addition, crystalline deoxyribonuclease, trypsin, 
and chymotrypsin were tested to determine whether these enzymes evoked the 
same types of mitotic abnormalities as ribonuclease. All the solutes were used in 
concentrations equimolar with ribonuclease under parallel conditions of treatment. 


1 The equipment designed for aeration of onion roots is illustrated in the 
Pfizer Spectrum, published in the J. Amer. Med. Assoc., vol. 154, Feb. 20, 1954. 
® The sample of protamine used was generously supplied by Eli Lilly and Co. 
to whom the authors wish to txpress their thanks. 
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The nature and extent of cellular deformation effected by the different solutions 
were determined by cytological analysis of the treated roots. The tips were fixed 
in acetic acid-alcohol (1:3) at selected intervals after starting the treatment, 
and were then prepared for microscopic examination either by squashing in 
aceto-orcein, or by sectioning in paraffin and staining in pyronin-methyl green, 
methyl green, orcein-fast green, fast green, or the leucobasic fuchsin of the Feulgen 
procedure. 


Experimental Results. 

The action of solutions of ribonuclease was revealed macroscopically 
by alterations in the texture and pattern of growth of the treated roots, 
and microscopically by modifications of structure and mitotic distribution 
of the chromosomes. The extent of damage, and the capacity of the 
treated roots to recover were related to the concentration of the enzyme 
(and the associated electrolytes when buffers were used), the py of the 
solution, and the duration of the treatment. The general results sum- 
marized below are based on studies made at py 6, using tap water as a 
solvent for the enzyme. 


Gross Structural Changes. 


Low concentrations of ribonuclease (e.g., 0.1 mg./ml.) often caused 
the roots to curve in exaggerated nutational responses to produce tight 
loops or broad helices. Lily roots growing on filter paper in petri dishes 
sometimes curved upwards in response to the action of the enzyme, and 
bent downwards again after the enzyme had lost its activity or had been 
displaced by water. 

Higher concentrations of the enzyme (0.2 to 1.0 mg./ml.) effected 
similar modifications of patterns of growth, and also induced swelling 
of the root tips until they formed: “tumors” or elongated fasciated 
areas. Prolonged treatment caused darkening of the roots and hardening 
of the tissues. Peripheral layers of cells were apparently “fixed” by 
the treatment (similar effects were produced in roots immersed in 
Navashin’s fixative diluted to 5 per cent of normal strength), but if the 
roots were transferred to water before all the cells were killed, recovery 
was possible as evidenced by increase in length of the main root and the 
production of side roots. Viable areas from which such growth occurred 
were readily detectable in treated bean roots as whitish areas on the 
otherwise dark brown epidermis (as Gray and Reap, 1942, observed 
in X-ray-treated roots of Vicia). 

Among the controls, histone and protamine effected some inhibition 
of growth. In contrast, no marked changes occurred in color, texture, 
or growth pattern of roots immersed in tap water, phosphate buffer, 
inactivated ribonuclease, the mixture of amino acids in the proportions 
characteristic of ribonuclease, egg albumin, sucrose, or the ribonuclease 
2a 
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digest of RNA. Solutions of deoxyribonuclease, trypsin, and chymo- 
trypsin did not interfere with growth, probably because of failure of the 
enzyme molecules to penetrate the root-tip cells to an appreciable extent. 


Microscopically-Detectable Structural Changes. 


Most of the aberrations induced by ribonuclease occurred in the 
cells of the meristematic region, but some were also detected in cells of 
the zone of elongation that lies proximal to the root meristem. 

Effects on the region of elongation were revealed by the presence 
of actively dividing polyploid cells within a few hours after the initiation 





of treatment (Figs. 1—6). Since the higher degrees of ploidy observed 
(8- and 16-ploid) could not have been produced within the elapsed time 
from normal diploid celis by regular mitotic processes, it must be 
concluded that the action of the enzyme served to stimulate division 
of cells that had attained their final degree of polyploidy prior to the 
beginning of treatment. This interpretation is supported by the obser- 
vation that interphase nuclei adjacent to the dividing cells often con- 
tained 4 to 12 nucleoli (Fig. 3), as compared with 2 or 3 in diploid cells. 
Polyploid dividing cells were also found in the region of elongation of 
onion roots immersed in histone (0.1 mg./ml. at py 6) or in phosphate 
buffer (0.01 M at py 7.2). Because of the similarity of response of the 
cells of this region to different reagents (others are listed in D’Amato’s 
1952 review), it is assumed that the stimulus to divide is mediated 
through some endogenous growth substance, whose distribution or 
concentration is influenced by the treatment; but experimental veri- 
fication of this assumption has not been obtained. 
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The action of ribonuclease on cells of the rm ‘ meristem affected 
primarily the spindle mechanism and the coiling ana “‘stickiness” of the 
chromosomes. Only a few cases of chromosome fragmentation were 
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Figs. 1—6. Stimulation of mitosis in polyploid cells of region of cell elongation in onion 
(Figs. 1, 3) and lily roots (Figs. 4, 6). Figs. 2, 5, represent normal complexes from meriste- 
matic region; 2 — onion, diploid cell; 5 — lily, a triploid strain used in these studies. 


detected. The observed types of aberrations were similar to those pro- 
duced by many other chemicals, and by physical agents (for example, 
the so-called primary effects of ionizing radiations). For that reason 
we shall not attempt to describe the abnormalities in detail, since that 
has been done in numerous other publications, but shall endeavor to 
show that their production can be initiated by the degradation of 
ribonucleoproteins. 
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Accumulation of mitotic abnormalities accompanied the passage of 
ribonuclease across the root. This relationship could be determined 
because the passage of the enzyme from the peripheral to the central 
cells was detectable by a decrease in stainability of nuclear and cyto- 
plasmic materials with the basic dye pyronin (Fig. 7), and an increase 
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Fig. 7a—f. Passage of ribonuclease (0.8 mg. per ml. tap water) radially across onion root as 
revealed by reduction in pyronin stainability. All sections stained in pyronin-methyl 
green, but photographed with filters to emphasize pyronin stainability. a, Section of root at 
start of experiment; b, after 2 hours cells near periphery have lost stainability; c—e, pro- 
gressive loss of stainability after 4, 8, and 24 hours as ribonuclease moves across the root; 
f, inactivated ribonuclease control, treated for same length of time (24 hours) as root 
shown in 7e. Greater density of the outer cell layers in photographs d—f is due to com- 
pactness of the cells and more intense coloration of the nuclei with methyl green. 


in their stainability with the acidic dye fast green (changes that denote 
the degradation of ribonucleoproteins; cf. KaurMaNN, Gay and McDon- 
ALD, 1951). By fixing roots at periodic intervals during the course of 
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treatment, and subsequently sectioning and staining, it was found that 
the appearance of abnormalities paralleled the movement of the enzyme 
as determined by modifications in stainability of the cells (table 1). 


Table 1. Effect of 0.8 mg./ml. solutions of ribonuclease at different Pa "3 on meriste- 
matic cells of onion root. Numerals indicate appr it of response. 
0=no perceptible alteration; 4= maximum alteration; 1, 2, 3 = intermediate grades. 











Solvent 
Distilled water | 78P_ | Potassium phosphate buffer 














pu-start of treatment 
66 | 58 | 60 | 6.6 6.8 | 7,0 


Hours of treatment 











249 249 249 249 249 249 





Production of mitotic ab- 
normalities. ..... PSOE 8 4 PS Shr SCE 21-0 4:3 


Lethal cellular effects. .] 123/013|)002|)002|001/001 


Reduction of pyronin, and 
increase of fast-green 
stainability! ..... 124/124/123,/113|\/012/013 


1 Determined by visual inspection using the comparison ocular. 




















All phases of the mitotic cycle revealed effects of the action of 
solutions of ribonuclease. Affected interphase nuclei showed abnormally 
large nucleoli. For example, nucleoli in cells of roots exposed for 2 hours 
to the action of an 0.8 mg./ml. solution had a mean diameter of 4.09 +- 
0.09 u (determined by 103 measurements) as compared with 2.73 + 0.07 u 
in the tap-water controls (102 measurements). The difference, which 
is 12.48 times its standard error, is highly significant. 

Prophase nuclei often contained precociously contracted chromo- 
somes, which were distributed in a manner that suggested their separa- 
tion into two groups of equal or approximately equal numbers (8—8 or 
9—7). Chromosomes upon reaching metaphase were strongly con- 
tracted, with the positions of the constrictions sharply defined. If the 
treatment had impaired the spindle mechanism, these chromosomes 
were scattered throughout the cell (the typical c-mitosis, Figs. 8—11), 
with the sister chromatids either separated distally or along their entire 
length (Fig. 9). The shortened, condensed chromosomes vere at times 
connected by interchromosomal processes (Fig. 11), suggesting that 
alterations had occured in the viscosity of constituent materials. If 
the spindle mechanism had not been impaired by the treatment, the 
contracted sister chromatids separated and moved toward opposite poles 
in typical anaphase movement. Any changes in texture resulting in 
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stickiness were then revealed by adherence of the ends of the chromo- 
somes to form bridges between the separating group (Figs. 12, 13). 
Other anomalies detected during anaphases in the meristematic cells 
included polyploid complexes (Fig. 14), lagging chromosomes (Fig. 15), 
occasional fragments (Figs. 16, 17), and tripolar and multipolar spindles 






Figs. 8—11. Excessively contracted metaphase chro- 

mosomes scattered throughout meristematic cells 

as result of action of ribonuclease. 8,9, 11 — onion; 
10 — lily. Fuller description in text. 


(Fig. 18). As the nuclei were reconstructed 
at telophase the lagging chromosomes 
often formed micronuclei. Failure of 
cytokinesis sometimes contributed to 
irregularities of distribution, and led to 
production of giant cells with two or 
more independent nuclei (Fig. 19). 

Effect of py. The effects of solutions of ribonuclease at different 
Py’s in producing abnormalities and modifying staining reactions are 
shown in table 1. The data summarized there represent an analysis of 
the action of solutions containing 0.8 mg. of enzyme per ml. of solvent. 
Observed changes in the treated cells are indicated in orders of magnitude 
by the numerals 0, 1, 2, 3, and 4, the last representing the maximum 
effect (abundant aberrations of various types, and greatest modification 
in stainability of the cells with pyronin and fast green). It is apparent 
that the solutions exerted lethal effects, as indicated by cellular pycnosis, 
more rapidly at py’s 5.6 and 5.8 than in the interval from 6.0 to 7.0. 
At pq’s 7.2 and 7.5 ribonuclease solutions were only slightly more 
effective in producing abnormalities than was the phosphate buffer 


Fig. 11. 
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alone; both caused excessive contraction of chromosomes and some 
enlargement of nucleoli, but did not alter stainability of the roots. At 
Px 7.9 the solutions killed the roots during the early stages of treatment 
without modifying the staining properties of the cells. On the basis of 





Figs. 12—15. Mitotic abnormalities induced in meristematic cells of onion roots by action 
of ribonuclease. 12, 13 — bridges formed by adhesion of ends of t separating chromosomes; 
14 — tetraploid chromosome complex; 15 — lagging p chr $ 





the information gained in this survey, aqueous solutions of ribonuclease 
at Py 6 were used in the studies of the effects of different concentrations 
and times of treatment. Tap water, which in this laboratory has a pg 
about 6, could then be used as the solvent, and the complicating effects 
of buffered solutions could be avoided (cf. KaurMann, McDonatp, and 
Gay, 1951). 
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Effect of concentration. These studies are summarized in table 2. 
A concentration of 0.001 mg./ml. had no perceptible effect on chromo- 
somes or mitotic processes during 48 hours of treatment, nor did such 
solutions alter stainability of the cells with pyronin, fast green, or the 





Figs. 16—19. Mitotic abnormalities induced in meristematic cells of onion roots by action 


of ribonuclease. 16, 17 — chromosome fragments between separating anaphase groups; 
18 — tripolar spindle, with 7, 9, and 16 chromosomes in three groups; 19 — binucleate cell. 


Feulgen reagent. A ‘concentration of 0.01 mg./ml. likewise had no 
detectable effects during the first few hours of treatment, but caused 
slight enlargement of nucleoli and shortening of chromosomes after 
24 to 48 hours. Solutions containing between 0.1 and 1.0 mg. of ribo- 
nuclease per ml. (the complete series included 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 and 


alah 
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Table 2. Effect of concentration of ribonuclease on meristematic cells of onion root. 
Use of numerals explained in Table 1. 
Concentration of enzyme (mg./ml. tap water; pH , 6.0) 
0.001 | 0.01 | 0.1 | 1.0 
Hours of treatment 














0—48 24 48 | 24 8 24 48 | 2 4 8 24 48 





Production of mitotic abnor- 
WTAE ok) 95S 93.56, Mas ete 0 Ok VOT 2 e8y Bh D8 Bi hit 


Lethal cellular effects . . . 0 00\;00013;)012 4 4 


Reduction of pyronin, and in- 
crease of fast-green staina- 














115 laa ial ea el id 0 00);0123 4\|123 4 4 
Effect on Feulgen, methyl 
green, or orcein stainability! 0 00;00000;|\|0000 0 


1 Determined by visual comparison with controls. 


Table 3. Continuing action of ribonuclease after transfer of roots to water. Treatment 

of lily roots with 1.0 mg. ribonuclease per ml. tap water, py 6, for periods of time 

indicated before transfer to tap water for “recovery”. Use of numerals explained in 
Table 1. 





Time of treatment in hours 
0.25 Re RE a eo. a 
Time of “recovery“ in hours 


024818 018 | 0 18 018 | 0 18 





























Production of mitotic abnormalities |]0122 4)|)0 4/1 4|\2 4/3 
Lethal cellular effects ...... 00023|103;10 4|0 4/|2 4 
Reduction of pyronin, and increase 

of fast-green stainability!. ...]/01123;10 3|;1 4;1 4/2 4 
Effect on Feulgen, methyl green, and 

orcein stainability!. ...... 00000;00;00;0 0);0 0 


1 Determined by visual comparison with controls. 


1.0) exerted more profound effects. Mitotic abnormalities were produced 
during the earlier stages of cellular response, but prolonged treatment 
led to death of the cells. Conditions determining the onset of lethal 
action and the capacity of the treated cells to recover will be discussed 
presently. A comparison of horizontal lines 1 and 3 of table 2 emphasizes 
the relationship between the appearance of abnormalities and the 
modifications in stainability of the cells. 

The ability of the enzyme molecules to initiate the production of 
mitotic abnormalities in a short time is illustrated by the data presented 
in table 3. Even when treatment was restricted to 15 minutes aber- 
rations appeared within 2 hours after transfer of the roots to water. 
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? 
Table 4. Frequency of mitoses in lily roots treated with ribonuclease or tap water. 
Treatment 15 minutes in 1 mg./ml. aqueous solutions of enzyme at py 6. 





Length of “recovery period“ in hours 




















0 | 2 | 4 | 8 | 18 
Controls 
Total no. cells . 4678 3463 3661 3715 3370 
No. dividing cells 270 187 220 217 204 
% dividing cells | 5.66 + 0.34 | 5.40+ 0.38 | 6.01 + 0.39] 5.84-+ 0.39 | 6.05 4+- 0.41 
Diff S40 ss 0—2 hrs. | 0O—4hrs. | 0—8hrs. | O—18 hrs. 
0.52 0.67 0.35 0.74 
Ribonuclease-treated 
Total no. cells . 3924 5791 4390 5218 4423 
No. dividing cells 216 241 127 127 80 
% dividing cells . | 5.51 + 0.36 | 4.16 + 0.26 | 2.89 + 0.25 | 2.43 +0.21 | 1.81 +0.20 
Diff. /SIB; «se O—2 hrs. | 0O—4hrs. | 0—8hrs. | 0O—18 hrs. 
3.07 5.95 7.33 9.02 





Difference control and experimental/S.E. 
[ BG ae eee | ee 
1 §.E. = Standard error. 


An analysis is presented in table 4 of the effect on frequency of 
mitoses of the 15 minutes, treatment indicated in the first column of 
table 3. The numbers of dividing and nondividing cells were determined 
in 14 sections of roots removed from lily bulbils immediately before 
and after the 15-minute treatment, and 2, 4, 8, and 18 hours after their 
transfer to water (the “recovery period’’). No significant differences 
were found among the roots tested for each time interval, so that the 
data have been grouped to provide the numbers listed in table 4. The 
figures presented there indicate that significant decreases in the fre- 
quency of mitoses occurred during the recovery period in the ribonu- 
clease-treated roots but not in the controls. All stages of mitosis were 
represented among the dividing cells, with an increase in the proportion 
of metaphases as the recovery period continued. This finding suggests 
that the dividing cells were most frequently blocked by impairment 
of the spindle mechanism. 

Abnormalities were also produced during the recovery period follow- 
ing treatment with more dilute solutions (0.1 to 0.8 mg./ml.), although 
the time required for their appearance was somewhat longer than after 
treatment with the more concentrated solutions. Effects of the more 
dilute solutions on the frequency of mitoses were not determined. 

Potentialities for recovery. Recovery is revealed by renewal of growth 
of the roots and by the appearance in the meristematic region of acti- 
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vely dividing cells with mitotic abnormalities. Despite such evidence 
of resumption of mitotic activity after production of chromosomal 
aberrations, our observations strongly suggest that the threshold between 
the narcotic and lethal actions of ribonuclease at py 6 is very narrow. 
For example, conditions that permit recovery in one root of a treated 
onion bulb may prove lethal to some of the other roots. Certainly many 
of the abnormalities evoked by high concentrations of the enzyme re- 
present transitory reactions in cells that ultimately undergo pycnotic 
degeneration. For such reasons it becomes extremely difficult to define 
precisely the experimental conditions under which a given solution of 
ribonuclease will induce mitotic abnormalities without killing the cells. 

Action of control solutions. Roots grown at py 6 in aerated tap water 
or phosphate buffer revealed few mitotic abnormalities. Neither did 
roots grown in aerated solutions of egg albumin, sucrose, a ribonuclease 
digest of RNA, or the mixture of amino acids in the proportions charac- 
teristic of ribonuclease. Many more abnormalities appeared in roots 
grown in such solutions, however, when they were not aerated. Trypsin, 
chymotrypsin, and deoxyribonuclease had little effect on mitotic 
processes, but this result is probably due to their failure to enter the 
root-tip cells. On the other hand, aerated solutions of histone, protamine, 
and even ultraviolet-inactivated ribonuclease and u.v.-irradiated water 
caused excessive contraction and stickiness of chromosomes, enlarge- 
ment of nuclei and nucleoli, and some c-mitotic affects. The frequency 
of abnormalities was lower, however, than that induced by ribonuclease 
under similar conditions of treatment?. 


Discussion. 

The parallelism between production of aberrations and modification 
in stainability of meristematic cells suggests that ribonuclease enters 
the living cell, and that its subsequent action leads to degradation of 
nucleoproteins essential for maintenance of structural and functional 
integrity. 

Passage of ribonuclease into the living cell. The ability of ribonuclease 
to enter the cell without impairing its vital activities is indicated by 
the initiation of mitosis in polyploid cells of the region of elongation, 
and the renewal of division of meristematic cells containing induced 


1 Since this manuscripts was submitted for publication we have seen the 
statement of Lepovux [Biochim. et Biophys. Acta 18, 121—134 (1954)] that atmo- 
spheric oxygen can inhibit the activity of solutions containing low concentrations 
of ribonuclease by conversion of the enzyme to an oxydized, inactive state. No 
marked inactivation was effected in our experiments by aeration of 1 mg/ml 
solutions at py 6; even aerosols produced from such solutions retained over 85 
per cent of the original activity. 
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abnormalities!. Lansine and RosENTHAL (1952) also reported that 
ribonuclease could pass into the living cell; treatment of Hlodea with a 
solution of this enzyme retarded the uptake of calcium and strontium 
ions, assumedly by action of ribonuclease on RNA at the cell surface, 
but the cells continued active cyclosis. These observations that ribo- 
nuclease, with a molecular weight of about 13.000, can traverse cell 
membranes, lend support to other recent evidence that proteins can 
enter the living cell without being degraded to amino acids (e.g., HUMPH- 
REY and McFaRuane, 1954). 

If RNA should represent an essential surface ingredient of root-tip 
cells (as suggested by Lansine and RosEnTHAL for Hlodea; cf. LeTTR#, 
1952), combination with this RNA substrate might facilitate the move- 

‘ment of ribonuclease from cell to cell. Our data indicate, however, that 
factors other than enzymatic activity influence the passage of ribo- 
nuclease into the root. Solutions were more toxic and exerted, their 
degradational effects in less time when used at py’s 5.6 and 5.8 than at 
levels closer to the optimum for the enzymatic activity of ribonuclease 
(which is about 7.8 for the crystalline pancreatic preparations used, as 
determined by chemical assay). These results suggest that the rate of 
movement of ribonuclease across cellular membranes is dependent on 
the py of the solution. When the enzyme molecules have gained access 
to the cells, their rate of activity will be determined by the intracellular 
Px, Which should fall within the range conducive to hydrolysis of RNA 
unless markedly altered by toxic action of the solution. 

Action of ribonuclease within the cell. The course of the reaction 
initiated by the enzyme molecules, which leads to the production of 
aberrations, remains unknown. The correspondence between the 
appearance of aberrations and the modifications in stainability of the 
cells indicates that the degradational action of ribonuclease on RNA is 
involved. As the enzyme moves across the root there is a reduction in 
pyronin stainability and a concomitant increase in fast-green stain- 
ability. There is no perceptible modification in colorability, however, 
with methyl green, orcein, or the Feulgen reagent. These results suggest 
that ribonucleoproteins are degraded, whereas deoxyribonucleoproteins 
are not. 

In analyzing the paralletism between aberration production and 
alterations in stainability, the possibility must be evaluated that they 
represent separate and independent processes. Under such conditions 
the production of abnormalities would be attributable to some property 
of the solution other than its enzymatic activity, and the alterations in 
stainability to action of the enzyme on substrate materials that had 


1 BracHET has recently presented additional cogent evidence’ that ribonuc- 
lease can enter living onion root-tip cell (Nature. 174, 867—877, 1954). 
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undergone irreversible degradational changes. Certainly the marked 
modifications in stainability effected by high concentrations of the 
enzyme — such as are shown in Fig. 7e — reflect profound degradational 
changes that ultimately lead to pyenotic degeneration of the cells. One 
possible method by which ribonuclease could initiate such changes has 
been reported recently by McDonatp and Kaurmann (1954) in a 
study of the degradation of apurinic acid (produced by treatment of 
DNA with 1 N hydrochloric acid). Ribonuclease impairs the Feulgen 
stainability of this material, but so do lysozyme, cytochrome c, histone, 
chymotrypsin, chymotrypsinogen, trypsin, deoxyribonuclease, and other 
proteins. The rate of the reaction is related to the basicity of the proteins, 
as measured by their isoelectric points, and is a function of the native 
protein molecule. 

Analogies favoring the interpretation that ribonuclease acts as a 
basic protein rather than an enzyme in producing mitotic abnormalities 
might be drawn from the data presented in the foregoing pages. Histone 
and protamine produced aberrations similar to those induced by ribo- 
nuclease, although to a lesser extent. Trypsin, chymotrypsin, and 
deoxyribonuclease had little effect in modifying mitotic processes, but 
this result could be due to failure of these enzymes to enter the living 
cell, as had been noted previously for trypsin (NoRTHROP, 1926; Kaur- 
MANN, 1953). The relative ineffectiveness of inactivated ribonuclease as 
compared with the active enzyme could be attributed to denaturation 
of the protein molecules. The possibility of the action of ribonuclease 
as a basic protein accordingly cannot be ignored. 

On the other hand, some lines of evidence suggest that aberration 
production can be attributed to the action of ribonuclease as an enzyme 
within the living cell. Low concentrations of ribonuclease (e.g., 0.1 mg. 
per ml. for 4 hours) effected some reduction in pyronin stainability 
without inhibiting mitosis; the treated roots showed dividing cells, both 
normal and abnormal (the latter with excessively contracted chromo- 
somes, chromatid bridges, polyploid complexes, etc.). Other roots on the 
same bulbs continued to grow when transferred to water. These obser- 
vations suggest that degradation of RNA by ribonuclease can occur in the 
living cell concomitantly with the production of mitotic abnormalities. 

Further evidence that ribonuclease can degrade RNA in the living 
cell is afforded by the release of the enzyme deoxyribonuclease into the 
medium during the course of treatment with low concentrations of the 
enzyme. Inactivated ribonuclease, egg albumin, tap water, sucrose, and 
colchicine, which were also tested, did not elicit this response. It had 
been shown previously that onion roots contain a deoxyribonuclease 
capable of rapidly depolymerizing isolated DNA but incapable of 
depolymerizing intracellular DNA unless the cells had been treated with 
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ribonuclease. Such result might be’due either to inhibiting action of 
RNA on the onion root-tip enzyme or to the complexity of the structure 
of the DNA-RNA moiety (KauFMANN et al, 1952, 1953). 

Studies by other workers of the effects of ribonuclease on the living 
cell are difficult to evaluate because of lack of precise information 
about the purity of the preparations used. voN BorsTEL (1949) reported 
that ribonuclease injected into the yolk of chicken eggs lowered the 
mitotic index of the auditory vesicle, but did not completely inhibit 
mitosis. A 0.i mg. per ml. concentration of ribonuclease in Tyrode 
solution apparently had no effect on embryonic chick cells in tissue 
culture (DAVIDSON and Waymoutu, 1943). In contrast with these 
results, Haas (1953) noted that injection of ribonuclease (ca. 1.0 mg. 
per ml. of distilled water) into the plasmodium of the slime mold, 
Physarum, aitered its colloidal properties, assumedly by effecting 
irreversible denaturation. And THomas, RosTanD, and GREGOIRE (1946) 
reported that pricking of fertilized frog eggs with a needle dipped in a 
concentrated solution of ribonuclease (ca. 50 mg. per ml. of distilled 
water) inhibited cleavage. 

Alternative pathways by which the cytologically detectable ab- 
normalities could be produced have been discussed elsewhere (KavurF- 
MANN and Das, 1954), and the suggestion offered that degradation of 
nucleoproteins is involved. The studies with ribonuclease suggest that 
the ribonucleoproteins are especially labile, but degradation of the 
nucleic acid or protein moiety of either the ribose- or deoxyribose- 
nucleoprotein could conceivably lead to structural deformation. In 
this connection it may be noted that various other chemicals which are 
capable of modifying mitotic processes attack nucleoproteins and chro- 
mosomes (review by Hucues, 1952). Streptomycin, which induces 
many of the types.of abnormalities produced by ribonuclease (WILSON, 
1950; Witson and Bowen, 1951; Tanaka and Sarto, 1952), can combine 
with nucleic acids and nucleoproteins (COHEN, 1947; UMBREIT, 1952). 
Trypaflavine and acriflavine produce sticky chromosomes and other 
aberrancies (Dustin, 1925; BucnEr, 1939; Baucn, 1947; RESENDE and 
Manarta, 1951), presumably by combining with nucleic acids, since 
their action can be inhibited by either RNA or DNA (LettTRE and 
Lettre, 1946; Sticu, 1951). Letrré (1952) states that the nucleotides 
and nucleic acids of both nucleus and cytosome react with acriflavine. 
Heparins, which inhibit mitosis, are strongly acidic, and may combine 
with such basic proteins as histones and protamines (HEILBRUNN, 1952), 
or inhibit the nucleases and thereby interfere with normal metabolic 
processes (Parr, Suciura, BocuEr, and Rots, 1952). It is thus apparent 
that interaction between chemical agents and cellular substrates may 
lead to the production of at least some types of abnormalities. 


— | 
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Apart from the possibility of direct action of ribonuclease on chromo- 
somes and spindle, structural deformation might be effected indirectly 
by interference with normal metabolic processes. Ribonucleoproteins 
are essential structural components of such cytoplasmic particles as 
mitochondria, which serve as sites for many of the enzymes essential 
to respiratory processes (SCHNEIDER and HocEsoom, 1951). The role 
of a specific RNA in promoting protein synthesis has recently been 
demonstrated experimentally by GaLE and Fotxss (1954). It is appa- 
rent from these considerations that structural degradation might lead 
to functional impairment, and conversely that functional impairment 
(e.g., by narcotics or poisons) might lead to structural degradation. 

The production of aberrations by a great variety of chemical and 
physical agents suggests that the reaction system involved may be ini- 
tiated by many different kinds of stimuli (Kaurmann, Gay, and Rotu- 
BERG, 1949; Gray, 1953; KotiEr, 1954). Meristematic cells are espe- 
cially sensitive to disturbance by mild stimuli, and the deviations from 
the normal mitotic pattern induced by various chemical and physical 
agents may be found occasionally or regularly in untreated tissues. 
Modification of physiological conditions, such as are effected by transfer 
of roots from sand to water, or even from tap water to distilled water, 
may at times affect mitotic processes. Aeration minimizes the extent 
of injury, and this resylt suggests that respiratory mechanisms are 
involved. 

It is not surprising, therefore, that many of the control solutions, 
especially those exposed to the action of ultraviolet radiation, altered 
mitotic processes. What is surprising was the absence of effect of the 
ribonuclease digest of RNA, since nucleic acids and their constituents, 
or degradation products and derivatives, have been found by many 
workers to produce mitotic abnormalities (Huskins, 1948; KIHLMAN, 
1949; BERRIAN and DornFELD, 1950; Patav and Pati, 1951; Huauss, 
1952; Wo xz, 1953, etc.). Determination of the basis for the difference 
in response is complicated by lack of precise information about the 
nature of the degradation products in the RNA digest, and about the 
conditions of treatment used by many of the other workers. Differences 
in experimental procedures, including time of treatment, concentration 
of solute, py of the solution, and conditions of aeration, are undoubtedly 
responsible for some of the differences. 

Viewed in the light of the foregoing information, the aberrations 
induced by ribonuclease are primarily of interest because their pro- 
duction can be defined in terms of the materials involved. The experi- 
ment~ employing ribonuclease serve accordingly to focus attention on 
the significance of patterns of organization in the nucleoprotein com- 
plexes of the living cell. Partial degradation of these complexes and 
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concomitant modification in the distribution of electrolytes can lead to 
alterations in the colloidal properties of cellular materials (KAUFMANN, 
PENNOYER, and Rowan, 1953; cf. Haas, 1953; Mazra, 1954). The 
possible effect of such changes in modifying chromosome form and 
distribution has been discussed elsewhere (KAUFMANN, McDONALD, and 
BERNSTEIN, in press). Alterations in the gel-like properties of chromo- 
somes could cause the stickiness that leads to their adhesion and clumping. 
Degradation of spindle materials could inhibit movement of the chromo- 
somes and interfere with their normal distribution. Regional alterations 
resulting from a localized impact of an inciting agent could in turn effect 
degradation within a restricted region of nucleus or spindle, and account 
for such anomalous distributions of chromosomes as are revealed by 
aneuploid complexes, and ‘‘reductional groupings”. All such changes 
would depend on alterations in the nucleoprotein complexes of the 
living cell. 

The present study has thus served to emphasize the role of nucleo- 
proteins in maintenance of chromosome form and distribution. The 
materials involved in structural degradation have been identified, and 
description of the cytologically detectable aberrations extended from 
the morphological to the chemical level. 


Summary. 

Immersion of growing roots of onion and lily in aerated solutions 
of ribonuclease affected their pattern of growth and altered the structure 
and mitotic distribution of the chromosomes. Action of the enzyme on 
meristematic cells caused enlargement of nucleoli, excessive contraction, 
stickiness, adhesion, and clumping of chromosomes, and production of 
aneuploid and polyploid chromosome complexes, tripolar and multipolar 
spindles, binucleate and multinucleate cells. Very few cases pha chromo- 
some fragmentation were observed. 

Accumulation of abnormalities accompanied the passage of ribo- 
nuclease across the root as determined by alterations in stainability of 
the cells with pyronin and fast green. There was no visible modification 
of stainability of the chromosomes with methyl green or the Feulgen 
reagent. 

These results, when compared with those produced by control 
solutions, indicate that ribonuclease enters the living cell and degrades 
ribonucleoproteins essential for maintenance of structural and functional 
integrity. The implications of these results, with respect to the pro- 
duction of aberrations by other agents, are discussed. 
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CHROMOSOMAL POLYMORPHISM IN TWO SPECIES 
OF THE GUARANI GROUP OF DROSOPHILA. 


‘ By 
Francisco M. Sauzano*. 
With 1 figure in the text. 
(Eingegangen am 12. Oktober 1954.) 


Introduction. 

Studies of chromosomal polymorphism in Drosophila belonging to 
the willistoni sibling group led paCunHa, Burta and DoBZzHANSKY 
(1950) and DospzHaNsky, Buria and pa CunHaA (1950) to propose that 
the amount of this polymorphism is a function of the number and variety 
of ecological niches which a population has mastered, the species and 
populations that are most successful in exploiting a varied environment 
being generally expected to show the greatest polymorphism. 

pA CunHa, Brncic and Satzano(1953) obtained some evidence that 
the amount of chromosomal polymorphism in seven other South Ameri- 
can species of Drosophila, including two species of the guarani group, 
D. guaramunu and D. griseolineata, conforms to this hypothesis. It has 
recently been possible to extend the studies of these latter two species 
to natural populations of different biogeographic regions and different 
seasons in the southern-most Brazilian state, Rio Grande do Sul. The 
present paper reports the results of these studies and relates them to 
the hypothesis of Da Cunna et al. 


Material and Methods. 


The method described by Pavan and pa CunHa (1947) was used to collect 
Drosophila in the localities of Emboaba, Ponta Grossa, Feliz, Muitos Capées and 
Bexiga in the state of Rio Grande do Sul. Females of D. guaramunu DoBpzHANSKY 
and Pavan and D. griseolineata Dupa were each placed in individual culture bottles 
and allowed to produce offspring. The salivary glands of one or more larvae from 
a culture were prepared in temporary acetic orcein mounts, and their chromosomes 
examined. For statistical purposes, the gene arrangements were scored in only a 
single larva from each culture. 

All inversions recorded in D. guaramunu are described in the papers of BRNcIC 
(1953) and Sauzano (1954). Description of the inversions of D. griseolineata are 
being prepared by pa Cunua and Sauzano, and will appear elsewhere. 


* Fellow of the Conselho Nacional de Pesquisas. 
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Resuits. 
Geographic distributions and relative abundance. 

The known geographic distributions of D. guaramunu and D. griseo- 
lineata are depicted by symbols on the map in figure 1. Table 1 presents 
the relative frequencies of these two species at seven collecting localities. 
Both figure and table are based in part on Pavan (1952) and unpublished 
data of Dr. A. R. CorpErRo and co-workers. 























Fig. 1. Geographical distribution of D.guaramunu and D. griseolineata; black circles: 
D. guaramunu + D. griseolineata, white circles: D. guaramunu only. (Based in part on 
PAVAN, 1952, and CORDEIRO and co-workers, unpublished.) 


From figure 1 it may readily be perceived that both D. guaramunu 
and D. griseolineata are found in South America, between 17°S and 
33° S, east of the Andes. Within this area D. guaramunu is widely 
distributed but D. griseolineata is not. The range of the latter species 
is more restricted northerly and southerly than that of the former, and 
furthermore it is apparently confined to the coastal region, neighboring 
plains and plateaus. Thus the range of D. guaramunu includes that of 
D. griseolineata; indeed the latter species has not yet been collected in 
any locality from which the former is unknown. 

In four localities of Rio Grande do Sul both species have been found 
usually — though not always — co-existent in the same sample. Table 1 
shows that in the samples from two places, Bexiga and Feliz, D. guara- 
munu has always been relatively more frequent than D. griseolineata, 
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that in a third place, Emboaba, D. griseolineata was relatively more 
frequent in 60% of the samples, but presented a mean frequency less 
than that of D. guaramunu, and that either species was more frequent 
in half of the samples from the fourth place, Ponta Grossa. Only in 
the last mentioned locality did the mean frequency of D. griseolineata 
exceed that of D. guaramunu. In fact, the mean frequency of 6.97% 
for D. griseolineata at Ponta Grossa was the greatest mean frequency 
for this species in Rio Grande do Sul. 

Of the localities where the species was present at all in this state, 
Feliz gave the lowest mean frequency of 0.06%. In contrast to the 
relative paucity of D. 
griseolineata, the fre- Table 1. Mean frequencies (per cent) of D. guara- 
quency of P.guaramunu ™unu (m-guar ) and D. griseolineata (m-gris) and the 
tay Side’ enivendobithern number of collections (n) in which the frequency of the 

Be former species exceeded that of the latter among all 
localities of table 1 Drosophila collected a number of times (N) in each 
averaged only as low of several South American localities during 1952/53. 








as 3.6% of all Droso- (Data for Tucuman from Pavan, 1952.) 
phila (from Melo) and | Locality | N | n  |m-guar| m-gris 
as much as 44.20% (from 
Bexiga). Thus, in ge- 8. | M. Capoes i re 2 2 14.94 _ 
th lati hi 9.|Emboaba. . . 15 6 6.24 | 4.51 
a ae PORNO “a ees 10 | 10 | 11.73] 0.07 
between these two spe- 11. /P. Grossa . . 6 3 | 4.09] 6.97 
cies in the southern 22. | Bexiga 4 4 | 44.20 | 0.75 
: \ a eee 1 1 3.6 a 
parts of their ranges is  }4,|Tucumén. . . 1 1 | 696| — 

















similar to that found 1 Numbering of localities corresponds with num- 
for the northern parts bering in figure 1. 


by DA CunHa, Brncic 
and Satzano (1953): D. guaramunu is much more common and 
widespread than D. griseolineata. 


Inversion frequencies in different populations of D. guaramunu. 

Frequencies of the different heterozygous inversions found in popu- 
lations of D. guaramunu sampled in five localities of the state of Rio 
Grande do Sul during 1952 and 1953 are presented in table 2. Inspection 
of this table shows that some of the heterozygous inversions were about 
equally frequent in all localities, but several fourth chromosome inver- 
sions clearly were not: Aa(y? = 34.53), Bb(y?= 16.51), He(y? = 65.84), 
and Hh(y?= 57.21). For 4 degrees of freedom al these y* values are 
highly significant. 

In no single locality were all heterozygous inversions at their maxi- 
mum frequencies, for example, Aa was at its maximum in Feliz and 
minimum in Ponta Grossa, while Hh was at its maximum at Ponta 
Grossa and minimum at Muitos Capdes. The frequencies of fourth 
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Table 2. Frequencies (percent) of heterozygous inversions and mean numbers of hetero- 
zygous inversions per individual D. guaramunu in different localities in Rio Grande 
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do Sul. 
Locality 
Inversion 
Emboaba | P. Grossa | M. Capdées | Bexiga | Feliz 
Chromosome JI 
None 48.40 55.75 46.58 | 50.75 | 52.90 
Aa | 51.60 | 44.25 53.42 49.25 47.10 
Chromosome III 
None 45.56 39.82 45.20 46.75 42.72 
Aa 25.11 22.12 20.54 25.75 25.98 
Bb 45.20 47.79 39.72 42.75 44.49 
Chromosome IV 
None 48.40 58.40 53.42 Al.75 34.95 
Aa 26.02 7.08 23.28 20.50 31.03 
Bb 22.37 5.31 16.43 15.25 17.38 
Ce — -s _- 0.25 a 
Dd _- -— 2.73 —_— 0.56 
Ee 13.24 36.28 8.21 34.50 18.88 
Ff = - — — 0.19 
Gg 2.28 AA7 1.36 2.75 3.55 
Hh 14.61 37.16 12.32 36.00 21.12 
li 0.45 — — — 0.19 
Jj 0.45 —- a — 0.19 
Kk 0.45 — — — 0.19 
Ll 0.45 —_ — — 0.19 
Mm 0.45 — = — 0.19 
Nn 0.91 = — 1.50 1.87 
Oo -— — — a 0.19 
Pp — —_ -— 0.25 — 
Qq _— —_ —_ 0.25 0.75 
Rr — — — 0.25 -— 
Ss — — _— 0.25 0.19 
Tt 1.37 — — 0.75 1.12 
Uu — 0.88 — — 0.56 
Vv 0.45 — —s —- vee 
Ww 0.45 — — — 0.19 
ax, 0.45 -- ~- 0.75 0.56 
Yy 1.82 0.88 — 1.75 2.43 
Chromosome V 
None 98.63 98.23 98.63 98.75 98.88 
Aa 0.91 —_— —- 1.00 0.75 
Bb 0.91 0.88 —- 1.00 0.75 
Ce 0.45 0.88 1.36 0.25 0.37 
Mean per 
individual 2.10+0.13 | 2.07+0.17 | 1.79+0.20 | 2.35 +0.08 | 2.20+.0.08 
Flies tested 219 113 73 400 535 





chromosomes without heterozygous inversions varied significantly in the 
different localities (y? = 30.94, d.f.=4, P<0.001), but the frequencies 
of such second, third, and fifth chromosomes did not. 
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When measured as the mean number of heterozygous inversions per 
individual, the amount of polymorphism is remarkably homogeneous 
throughout the species range. For the present samples the values, from 
1.79 in Muitos Capoes to 2.35 in Bexiga, given in table 2, have about 
the same magnitudes as the 1.60—2.18 reported for four Rio Grande 
do Sul populations (including Ponta Grossa and Feliz) by pa Cunna, 
Brucic and Sauzano (1953) and are included within the range 1.66—3.20 
that these same workers reported for populations in the northern half 
of the species distribution area. Thus all mean frequencies yet reported 
are in the neighborhood of 2.00; none differs significantly from this 
number. 

Most differences in gene arrangements in this species can be detected 
only when heterozygous. The chromosomal regions involved in inver- 
sions Aa in the second chromosome and Fe in the fourth chromosome 
are exceptional in that both the standard and inverted sections can 
rather easily be detected when homozygous. The frequencies of the 
heterozygous arrangement and of the two types of homozygous arrange- 
ments were recorded for each in four localities of Rio Grande do Sul. 
The data are summarized in table 3, columns 1—5. The differences in 
frequencies of AA, Aa, and aa for the different localities are not signi- 
ficant. In contrast with this, the frequencies of HH, He, and ee do differ 
significantly for some localities (vy? = 265.90, d. f.=6,P<0.001); thus, 
although # # was most frequent in three of the localities, in Ponta Grossa 
it was least frequent, having there a value (5.80%) very nearly as low 
as the lowest for ee (4.37% in Feliz). 


Table 3. Frequencies (per cent) of certain homozygous and heterozygous gene arran- 

gements of D. guaramunu in different localities of Rio Grande do Sul, with x? values 

and probabilities that the observed frequencies fit the HaRDY-WEINBERG expectancies 
(n, total number of larvae examined). 





ineltty | [a ae Oe a er 





Chromesoma IT 








P. Grossa ....| 84 | 26.19 | 46.43 | 27.38 0.42 | >0.50 
Emboaba. . . . . 211 | 24.17 | 51.18 | 24.64 0.12 | >0.70 
ae. sf 400 | 22.25 | 49.25 | 28.50 0.08 | >0.70 
Rae Part os 480 | 25.00 | 47.29 | 27.70 1.44 | >0.20 
Locality | n | EE | Ee | ee | z | Fr 
Chromosoma IV 
P. Grossa . 69 | 580 | 3043 | 63.77 | O71 | >0.30 
Emboaba. . . . . 202 | 72.28 | 12.87 | 14.85 | 8943 | <0.001 
MO ss ee 400 | 40.75 | 34.50 | 24.75 | 36.65 | <0.001 
| i er a | 480 | 7542 | 2021 | 437 | 1833 | <0.001 
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Tests may be made to determine if the data presented in left-hand 
columns of table 3 fit expectancies based on the HarDy-WEINBERG 
equilibrium. In order to do this it is necessary to determine the fre- 
quency of each of the alternate gene arrangements of a pair; for example, 
let a, b, and c be respectively the numbers of A.A, Aa, and aa observed 

2a+b 
2(at+b+e) 
of chromosomes having respectively arrangement A and arrangement a. 
The HarDy-WEINBERG expectancies are approximately Ha=ngq?, 
Eb=2nq(1—q), and Ec=n(1—gq)*. A chi-square test with one degree 
of freedom (LEVENE, in LEVENE and DoszHansky, 1948) may be used 
to compare the observed numbers with these calculated expectancies. 
Chi-square values and corresponding probabilities that the observed 
numbers of homozygotes and heterozygotes fitted Harpy-WEINBERG 
expectancies are presented in the two extreme righthand colums of 
table 3. The observed combinations of second chromosome arrange- 
merits conform to calculated expectancies for all four localities, but those 
of the fourth chromosome conform only for Ponta Grossa. 

Failure to conform with Harpy-WEINBERG expectancies may be 
due to non-random mating or to differential survival among the zygotes. 
Because the flies are rather mobile, the populations large, the collecting 
sites relatively restricted in size, and no observable differences are as- 
sociated with the three types of zygotes, it seems likely that non-random 
mating was not the principal cause of departures form the expectancies — 
if indeed it ocurred at all. If this is correct, then the observed deviations 
are caused by the action of natural selection; the He heterozygotes 
appear to be relatively less viable than EZ or ee homozygotes, for the 
observed numbers of such heterozygotes in the three non-conforming 
populations were less than expected — in fact, as shown in table 3, the 
frequency of heterozygotes in Emboaba was less than that of either 
type of homozygote. 


in a given locality, then g = and (1—gq) are the frequencies 


Inversion frequencies in different populations of D. griseolineata. 

Because of the relative rarity of D. griseolineata, it was possible to 
obtain adequately large samples of this species in only two of the five 
collecting localities in Rio Grande do Sul during 1952 and 1953. Table 4 
presents the frequencies of each heterozygous inversion and the mean 
frequencies of heterozygous inversions per individual in the two loca- 
lities, Emboaba and Ponta Grossa. In this table — and throughout 
this paper — the D. griseolineata chromosome arms numbered two and 
three by pa CunHA, Brncic and Sauzano (1953) are identified as the 
fourth and fifth chromosomes respectively. The new numbering corre- 
sponds to that of the appropriate homologues in D. guaramunu, homologies 
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having been discovered in D. guaramunu—D. griseolineata hybrid larvae 
by Sauzano (1954). 

Not one of tlie four kinds of inversion heterozygotes listed in table 4 
differed significantly in its frequencies at Emboaba and Ponta Grossa. 
The mean numbers of heterozygous inversions per individual, 0.064 and 
0.059 respectively for Emboaba and Ponta Grossa, do not differ signi- 
ficantly from each other or from the values 0.01—0.14 that pa Cunna, 
Brnoic and Sa’.zano (1953) reported for three Rio Grande do Sul 
localities (including Emboaba 
and Ponta Grossa). These 
latter workers found that the 
mean number of heterozygous 


Table 4. Frequencies (per cent) of heterozy- 

gous inversions and mean numbers of heterozy- 

gous inversions per individual D. griseolineata 
in two localities of Rio Grande do Sul. 











inversions per individual Lene 
differed significantly for, on ee, EG ears 1) SE 
. Emboaba P. Grossa 

the one hand, populations 
from Rio Grande do Sul and, Sakina 
on the other hand, for those lane 97.57 96.04 
from the state of Sao Paulo 2.02 2.97 
(0.46—0.47 heterozygous in- Co 0.41 0.99 
versions per individual). The Chromosoma V 
larger southern samples of None 97.97 99.00 
the present work confirm this Bb a py 
geographic difference. Sieh ne 

Unfortunately in this individual | 0.064+0.02 0.059 4+ 0.02 
species none of the homo- Flies tested 247 101 
zygotes for the standard 


arrangements are distinguishable from the homozygotes for the 
corresponding inverted sections. 


Temporal changes in inversion frequencies. 

When the frequencies of the different inversions found in the five 
populations sampled in Rio Grande do Sul during 1952 and 1953 were 
classified according to the seasons in which ‘they had been collected, 
only samples of certain D. guaramunu inversions from Feliz and Bexiga 
were adequately large for statistical comparison. Table 5 presents the 
frequencies of seven inversions and of inversionless chromosomes in 
D. guaramunu for each of the four seasons in Bexiga, as well as chi- 
square values and the corresponding probabilities that differences in 
frequencies from season to season are due to chance (degrees of 
freedom: 3 for each item). These seven inversions are the only ones 
that were present in Bexiga in numbers large enough for the analysis. 

The frequencies of inversionless second and fifth chromosomes in this 
locality did not change significantly from season to season, but the 
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Table 5. Frequencies (per cent) of some heterozygous inversions and of inversionless 
chromosomes in the Bexiga population of D. guaramunu during the four seasons of 1953. 

















Seasons 
Inversions 
Summer | Autumn | Winter | Spring | 2° P 
Chromosome II 
None 51.00 50.00 52.00 50.00 | 0.10 > 0.90 
Aa 49.00 50.00 48.00 50.00 0.10 > 0.90 
Chromosome III 
None 58.00 43.00 49.00 37.00 9.67 < 0.05 
Aa 19.00 30.00 27.00 27.00 3.48 > 0.30 
Bb 35.00 42.00 40.00 54.00 7.95 <0.05 
Chromosome IV 
None 35.00 49.00 50.00 | 33.00 9.97 <0.02 
Aa 18.00 20.00 11.00 33.00 15.52 <0.01 
Bb 20.00 9.00 10.00 22.00 10.44 <0.02 
Ee 43.00 39.00 40.00 16.00 20.58 <0.001 
Hh 43.00 39.00 42.00 20.00 15.19 <0.01 
Individuals 
studied 100 100 100 100 — - 














frequencies of third and fourth ones did. Of the seven inversions listed 
in table 5, the five that changed significantly in frequencies during the 
period of observation 
are in these latter two 
chromosomes: Bb in the 
third; and, Aa, Bb, Ee, 
and Hh in the fourth. 


Table 6. Frequencies (per cent) of certain homozygous 

and heterozygous gene arrangements in the Bexiga 

population of D. guaramunu during the four seasons 
of 1953. (n, total number of larvae examined.) 














s AA A : 
not | | én | pee Table 6 gives the 
Clncconns IT frequencies of second 
Summer. . .| 100 | 20.00 | 49.00 | 31.00 chromosome = zygotes 
Autumn... 100 21.00 | 50.00 | 29.00 AA, Aa, and aa and 

Winter ... 100 26.00 | 48.00 | 26.00 

Spring 100 | 22.00 | 50.00 | 28.00 of fourth chromosomes 
zygotes HE, Ke, and ee 
igual 7 EE | He | ee in Bexiga during this 
same period of time. 
Chromosoma IV Chi-square is not signi- 
Summer. . .| 100 40.00 | 43.00 | 17.00 ficant for the second 
oueae - feat yi po RN chromosome _arrange- 
Spring 100 | 82.00 | 16.00 | 2.00 ments (1.44, d.f.=6, 


P> 0.95), but is highly 
significant for those in the fourth chromosome (72.58, d. f.== 6, P<0.001). 
Although the frequencies of some of the arrangements (notably Aa, 
Bb, Ee, and Hh in the latter chromosome) changed rather sharply with 
the change of season, it remains to be seen whether these frequency 
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changes reflected seasonal cycles or may have been non-cyclic responses 
to other environmental factors. This is because the observations were 
limited to about a year. 

No statistically significant temporal changes in relative frequencies 
of any of the gene arrangements in Feliz were discovered ; accordingly, 
the seasonal breakdowns for Feliz are omitted from this paper. 


Discussion. 


As was emphasized by Da CunHa, Burua and DoszHansky (1950), 
the assumption that inversions have adaptive properties is essential to 
their hypothesis that the amount of chromosomal polymorphism in a 
population is proportional to the variety of adaptive niches mastered 
by the species in the given region. It may be concluded that an inversion 
possesses such properties if the relative frequencies of the two gene 
arrangements involved (a) change when studied in population cages, 
(b) show, in natural populations, changes that can be correlated with 
environmental changes, and/or (c) do not fit the Harpy-WEINBERG 
expectancies, provided the population is panmictic. All inversions yet 
tested in population cages have been shown to possess adaptive pro- 
perties; and because many other inversions in several species of Droso- 
phila are known to conform toone of the other criteria of adaptivity, it 
is generally assumed that all inversions possess adaptive properties of 
some sort (see reviews in DoBzHaNnsKy, 1951, and pa CunuHA, in press). 


The gene arrangements of neither D. guaramunu nor D. griseolineata 
have been tested in a population cage. The frequencies of five of the 
inversions of D. guaramunu in the population of Bexiga showed temporal 
changes and of four inversions of the same species showed differences 
from locality to locality. Unfortunately it has not been possible to 
correlate precisely the differences with any particular factors in the 
environment, though the temporal changes may perhaps have been due 
to seasonal cycles. 

Inversion heterosis was not evident in either species, since the fre- 
quency of any heterozygous inversion significantly exceeded 50 per cent. 
However, another type of deviation from the HarDy-WEINBERG ex- 
pectancy was shown by D. guaramunu inversion He in Emboaba, Bexiga 
and Feliz; there the individuals heterozygous for this inversion were 
less frequent than expected. If—which seems likely—one assumes 
panmixis in these rather large populations, then it must be concluded 
that the deficiencies of He zygotes resulted from their relatively lower 
viability. The assumption of the adaptive nature of other inversions 
in the two species is by analogy with inversions in other species of 
Drosophila. 
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In accordance with the hypothesis of Da CunHa, Burza and Dos- 
ZHANSKY (1950), these authors and Townsenp (1952) have shown that 
the mean frequency of heterozygous inversions per individual in D. wil- 
listont declines northerly and southerly from a maximum in central 
Brazil to minimums at the northern and southern margins of the species 
distribution (populations in highly unfavorable environments of Bahia 
and Marajo Island are exceptional). __ 

Recently pa CunHa and DoszHansky (1954) estimated in quasi- 
quantitative terms the adaptive diversity of niches occupied by D. wil- 
listoni in different South American regions and found that these values 
were positively correlated with the amount of chromosomal polymor- 
phism in the populations of this species in these niches. Indeed, these 
workers were able to use, with generally good results, the estimated 
adaptive diversity of a particular region to predict the amount of poly- 
morphism in the population occupying it. 

Geograbution of the amount gularities in distriphic reof polymorphism 
are apparently also shown by natural populations of D. nebulosa (DA 
CunHA, Brnoic, and SALzAno, 1953). On the other hand, DoBpzHansxy, 
Burxia and pa CunHa (1950) found that in different populations of 
D. paulistorum, D. tropicalis tropicalis and D. equinoxialis the mean fre- 
quencies of heterozygous inversions per individual were rather uniform, 
a situation also apparent in D.guaramunu. A north-south cline in 
D. griseolineata is suggested by the fact that D. griseolineata populations 
pA CunnA, Brncic and Sauzano (1953) studied from the state of Sao 
Paulo, very near the northern margin of the species distribution, have 
significantly more heterozygous inversions per individual (0.46—0.47) 
than do the Rio Grande do Sul populations (0.01—0.14), which are very 
near the southern margin. This possibility deserves further study. 

D. guaramunu is widespread and abundant in subtropical and parts 
of tropical South America east of the Andes, while D. griseolineata is 
geographically restricted to coastal and neighboring regions within the 
range of D. guaramunu and somewhat rare in its own habitats. The 
different localities from which samples of these species have been studied 
are greatly different ecologically. Emboaba and Ponta Grossa are 
located in the littoral; the former presents a very diversified vegetation 
with the predominance of palm trees, while the latter is a dry shrubby 
wood. Feliz and Muitos Capdes are typical of the forested plateau in 
the northern part of the state. There the vegetation is composed 
mainly of Myrtaceae and some Araucaria trees. Bexiga is one of the 
few wooded spots existing in the Central Depression of Rio Grande do 
Sul, the characteristic of this region being grassy fields. The humidity 
conditions at Feliz, Muitos Capdes and Bexiga are intermediate between 
those at Emboaba and Ponta Grossa, 
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Thus, even though very little is known about the ecological require- 
ments of either species, it seems reasonable to think that the prevalence 
of D. guaramunu in such varied environments is most likely due to a 
fair amount of ecological versatility of this species,rather than to the 
abundance of a limited variety of niches for which the species might be 
especially well adapted. The very limited distribution and numbers 
of D. griseolineata, on the other hand, reflect a specialized ability to 
control a small number of niches. The much greater quantities of poly- 
morphism the studies of Da CunHa, Brnctc, and SaLzano (1953) have 
shown in D. guaramunu than D. griseolineata conform therefore to the 
expectancies of the hypothesis of pa CunHa, Burza, and DoBZHANSKY. 
Similar relationships between widespread and abundant species and their 
less widely spread and rarer close relatives have also been shown for 
D. willistoni, D. paulistorum, D. tropicalis tropicalis, and D. equinozxialis 
by DoszHansky, Buria and pa Cunua (1950) and for D. polymorpha 
and D. cardinoides by Da CunHA, Brnctic, and Satzano (1953). 


Summary. : 

Studies of chromosomal polymorphism in natural populations of 
D. guaramunu and D. griseolineata in Rio Grande do Sul, Brazil, con- 
firmed and extended previous findings in these species. The more com- 
mon D. guaramunu is much more polymorphic than its closest but less 
common relative D. griseolineata. In the former species, the frequencies 
of four inversions showed differences from locality to locality, and five 
inversions of the same species showed temporal changes in the popu- 
lation of Bexiga. It was not possible to correlate the differences with 
any particular factor in the environment, though the temporal changes 
were perhaps due to seasonal climatic cycles. 

Inversion heterosis was not evident in either species — instead, 
inversion He of D. guaramunu was found to be less frequent than expected 
on the basis of the HarDy-WEINBERG equilibrium in the localities of 
Emboaba, Bexiga and Feliz. The implications of these findings are 
discussed. 
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I. Introduction. 

In the last years several main problems have arisen in connection 
with our increasing knowledge of the behaviour and structure of the 
kinetochore. On the one hand we have learnt that breakage through 
the kinetochore is a relatively common event, and that such breakage 
is followed in many cases by rearrangements within the kinetochore 
itself. Misdivision and the subsequent formation of iso-chromosomes 
is the most extensively studied case of such a breakage through the 
kinetochore followed by a rearrangement of its parts (e. g. DARLINGTON 
1939, 1940, Minrzina 1944, Minrzine and Lima-pz-Faria 1949 and 
1953). On the other hand it is now known that the kinetochore has 
at pachytene a complex and well differentiated structure where three 
regions may be distinguished. The kinetochore can be seen to contain 
up to three chromomere pairs and its chromomere pairs may be of 
different size. Moreover, its structural pattern varies from species to 
species (Lima-DE-Farr1a 1949, 1950, 1952, 1953b). 

These findings have raised a series of questions connected with 
the problem of the differential survival of the chromosomes carrying 
the various kinetochore rearrangements as well as with the problem 
of the functional differentiation of the different kinetochore regions. 
In the present report a chromosome derivative with a deleted kine- 
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tochore is analysed in detail. Its structure and behaviour help to 
answer some of these questions. 


II. Material and methods. 

The new chromosome derivative was found in a plant of Secale cereale L. 
(2n=14). Minrzine has cultivated in the last decade several varieties of rye 
containing B chromosomes (for reviews see MUnrzine 1949, 1953). Dr. G. OstER- 
GREN obtained from this material seeds of the variety Vasa containing, besides 
the chromosomes of the normal complement (A chromosomes), a B chromosome 
type called ‘“‘standard fragment”. In the progeny of this material a plant was 
found by OsTERGREN in 1948 containing, besides two standard fragments, a chromo- 
some type smaller than the standard fragment. This plant had been exposed to 
pollen of the variety ‘‘Stalrag”’ and the seeds harvested were kindly ceded to Mtnrt- 
zING and myself for a study of this new chromosome type at pachytene. At the same 
time we also received a fixation of anthers at meiosis. As this chromosome was 
single at pachytene and showed a tendency to exhibit non-homologous pairing, 
the study of its structure was postponed. Among the progeny of this plant another 
plant of particular interest was found by me in 1952. A pachytene analysis of 
the chromosomes of this new plant revealed that this chromosome type had been 
replaced by another chromosome derivative. 

This last plant contained, besides the A chromosomes, a single B chromosome 
similar to the standard fragment. This B chromosome type was only present in 
a single root tip and was not found in any of the three spikes studied at meiosis. 
Moreover, the plant contained a chromosome derivative of minute size which 
was present in the three root tips and the three ‘spikes available for study. The 
present report deals with the study of this chromosome derivative. 

The use of the term “fragment” for denoting chromosome derivatives of 
the B chromosome type—as employed frequently by Mtnrzina (1944, 1949)— 
has been avoided here. This term refers primarily to new products of chromosome 
breakage lacking kinetochore, and for this reason should be avoided in connection 
with B chromosomes or other chromosome derivatives possessing kinetochore and 
maintaining their structural pattern from cell division to cell division and from 
generation to generation. 

The material used for the study of meiosis was fixed in acetic-alcohol 1:4 
for three to four hours, stored in 70% alcohol, and stained with iron-aceto-carmine. 
The preparations were made permanent using Canada balsam as mounting medium. 
The technique consists in the main of the usual iron-aceto-carmine technique 
supplemented by the introduction of several details (Lima-DE-Farra 1948, 1952). 

Metaphase of mitosis was studied in root tip sections prepared according 
to the routine technique used in this laboratory. The material is fixed in a fixing 
mixture of the Navashin type (MinrTzine 1933) and stained with crystal violet. 
Sections of rye anthers of the variety Stalrag were prepared after a previous 
fixation in acetic-alcohol 1:4 (for four hours) by this same technique and were 
used only to check the natural position of the chromosomes in the cell at meta- 
phase I of meiosis. 

To avoid any loss of detail the photomicrographs were taken from temporary 
preparations, after which most of them were made permanent. 


III. Structure at meiosis and mitosis. 
The study of the structure of the chromosome derivative (c. d.) 
from pachytene until the end of the meiotic process permitted the 
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accurate establishment of its cycle of division and of the length of 
its centromere and arms. 

An inspection of Figs. 1-9 could lead to the supposition that the 
structural picture of the chromosome derivative observed at pachytene 
was the result of two chromosome derivatives paired with each other 
or of an iso-chromosome exhibiting inter-arm pairing. An analysis of 
the subsequent stages of meiosis and of mitosis revealed that this was 
not the case. 

If the structural picture seen at pachytene would represent an iso- 
chromosome with inter-arm pairing the chromosome derivative would 
show arms of equal size at anaphase I and II, metaphase II and meta- 
phase of mitosis. This was not found to be the case (Figs. 38-41, 47, 
48, 54-57). 

On the other hand, if there were two paired c.d.’s at pachytene, 
they would hardly have the chance to form chiasmata as they are so 
small, and would separate from each other easily at late prophase I 
or at metaphase I. The “small iso-fragment’’ which has arms of about 
double the length of the longest arm of the c. d. was found by Minrzine 
and Lima-DzE-F arta (1953) to be unpaired in most cases at metaphase I. 
In a plant possessing two small iso-fragments they could be seen at 
late diplotene to be already separated from each other in 28 of 78 cells 
examined and at metaphase I to be unpaired in 84% of the P.M.C.’s 
studied. In the case of the c.d., it can be seen instead that at diakinesis 
and metaphase I only a single fragment is present in all P.M.C.’s 
(Figs. 26, 53, 43, 44 and 49) and that the single c.d. starts dividing 
only at anaphase I (Figs. 45 and 46). 

Moreover, in the root tips, only one c.d. is present in each cell at 
metaphase of mitosis (Figs. 60-65). 

These observations and the analysis of the structure of the c.d. 
from pachytene until telophase I reveal that the structural picture 
observed at pachytene represents a single c.d. composed of two indi- 
vidualized sister chromatids. At pachytene the two chromatids can 
be seen as two individualized strands lying close together (Figs. 1-9). 
At diplotene the individualization becomes less apparent owing to the 
chromosome condensation, but the two chromatids can still be re- 
cognized (Figs. 14-17). With the increasing condensation the chroma- 
tids can hardly be seen at diakinesis and metaphase I (Figs. 27-36). 
Finally they separate at anaphase I (Figs. 45-48). 

At pachytene the c. d. consists of 4-7 chromomere pairs (Figs. 1-9). 
In some regions of the chromosome derivative, instead of a chromomere 
pair one sees a single chromomere (Figs. 1, 3, 5). This indicates defective 
reproduction or asynchronous condensation of the chromosome body. 
Looking at the c. d. from left to right it can be seen to be differentiated 
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into three regions: a cone-shaped region, a short, weakly stained region, 
and a thick, deeply stained region (Figs. 1-9 and 25). The cone-shaped 
region is composed of a terminal, very small, chromomere pair, and 
a chromomere pair of medium size (see especially Figs. 2, 3, 6, 8 and 25). 
The short, weakly stained region is composed of a weakly stained 
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Figs. 1-13. Pachytene.—Figs. 1-9. The chromosome derivative composed of two indi- 

vidualized sister chromatids.—Figs. 10-13. Proximal region of the arms and kinetochore 

in four A chromosome bivalents. The c. d. is only slightly longer than the kinetochore 
of the A chromosomes. Camera lucida drawings. *-2000. 





fibrilla pair which is usually thinner than the other adjacent fibrilla 
pairs (Figs. 1, 3, 4, 6, 8, 9 and 25). Besides the weakly stained fibrilla 
pair a single chromomere or a chromomere pair of small size is frequently 
seen in this region (Figs. 1, 3, 5 and 6). The third region begins with a 
large chromomere pair which marks very well the limit between the 
second and third regions (Figs. 2-5, 7-9 and 25). Two to three chromo- 
mere pairs complete this third region. This structure was seen in more 
than one hundred cells and was found to be most constant. 
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It can be seen by a detailed analysis of early diplotene chromosomes 
that these three regions are respectively the short arm, the kinetochore, 
and the long arm of the chromosome derivative. Figs. 14-19 show 
the c. d. at early diplotene. In Figs. 14, 15 and 19 the first cone-shaped 
region may be well distinguished (compare with Figs. 1-9), the kine- 
tochore is now apparent and the third thick region with its large chromo- 
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Figs. 14-24. Early diplotene.—Figs. 14-18. The chromosome derivative distinctly diffe- 

rentiated into a short arm, kinetochore and long arm.—Fig. 19. The c. d. at the side of 

the kinetochore of an A chromosome bivalent.—Figs. 20-24. Five A chromosome bivalents. 

The kinetochore of the c. d. has about one third of the length of the normal kinetochore. 
Camera lucida drawings. X 2000. 





mere pair is quite distinct. In Figs. 16-19 the differentiation of the 
ce. d. into a short and a long arm separated by a well defined kinetochore 
is quite clear. Six A chromosome bivalents from different cells are 
represented in Figs. 15-24 to permit a comparison of the length of 
both the c. d. and its kinetochore with the kinetochore of the A chromo- 
somes. It may be seen by comparing Figs. 16-18 with Figs. 20-24 
that the whole chromosome derivative has a length that nearly equals 
that of the whole kinetochore of the A chromosomes; and that the 
kinetochore of the c.d. is about one third of the length of the normal 
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kinetochore. In one cell where the c. d. was found to lie at the side of 
the kinetochore of an A chromosome bivalent the difference in size 
between the kinetochores of the two chromosome types may be well 
seen (Fig. 19). By comparing now Figs. 1-9 with Figs. 10-13 it may 
be seen that, at pachytene, these relations are of the same magnitude. 
At pachytene, the whole chromosome derivative is only slightly longer 
than the whole normal kinetochore, and the kinetochore of the ec. d. 
is about one third of the length of the normal kinetochore. The A chromo- 
some bivalents chosen for comparison with the chromosome derivative 
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Figs. 25 and 26.—Fig. 25. Photomicrograph of the chromosome derivative (top, left) at 

pachytene; to the right the nucleolus and the bulk of the A chromosomes. The kinetochore 

of the c.d. may be seen as a thin and weakly stained fibrilla pair separating the short 

from the long arm. X1450.—Fig. 26. Photomicrograph of the c. d. (at 8 o’clock) and the 

seven A chromosome bivalents at diakinesis. The short arm of the c. d. points to 9 o’clock 
and the long arm points to 7 o’clock. 1000. 


were drawn from the same group of cells from which the c.d. was 
drawn. Moreover, only A chromosomes that were seen to be not too 
distended or too contracted were drawn. The same care was taken 
when drawing the chromosome derivatives (for a discussion of this 
criterion see Lima-DE-Fart1a 1952). 

At diakinesis the kinetochore begins to become less distinct as is 
also the case in the A chromosomes, but the difference in size and 
stainability between the short and long arm of the c. d. is still quite 
clear (Figs. 26-33 and 53). 

At metaphase I the chromosome derivative has the aspect shown 
in Figs. 34-36, 43 and 44. In Figs. 35 and 36 the kinetochore may be 
distinguished. The conic structure observed in the c. d. (Figs. 35 and 36) 
may be seen to be about one third the width and length of the corre- 
sponding conic structure observed in the A chromosome bivalents 
(Fig. 37). This conic structure belongs to the kinetochore and ought 
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not to be confused with the spindle fibres which cannot be observed 
in these preparations. 

At anaphase I the short arm, the kinetochore and the long arm may 
also be distinguished (Figs. 47, 48 and Figs. 38, 39). In Fig. 39 the 
conic structure observed at metaphase I may also be seen. 

At metaphase IT the same differentiation into a short and a long 
arm is visible. The relative size of the arms is also the same (Figs. 40, 
55 and 56). 

In Figs. 38-40 the c.d.’s have the same position relative to the 
spindle poles as they had in their cells, the top.and bottom of the page 
corresponding to the spindle poles. ; 

The structure of the chromosome derivative was also studied in 
root tips. At metaphase of mitosis the c.d. is similarly differentiated 
into a short arm, a kinetochore and a long arm. The arm ratio is also 
of a similar magnitude to that observed during the different meiotic 
stages (Figs. 41 and 60-65). A series of A chromosomes which were 
found to be practically in a single plane was drawn for comparison 
with the c. d. (Fig. 42). In sections it is difficult to find chromosomes 
that lie practically in a single plane but among many cells a few may be 
found. In this case five were found among 280 chromosomes inspected. 
It can be seen that the chromosome derivative is, at this stage, much 
longer than the kinetochore of the A chromosomes, and that the kine- 
tochore of the c. d. appears only as a slight constriction (Figs. 41 and 42). 


IV. The condensation cyele. 

At pachytene (Figs. 1-13) the whole c. d. is only slightly longer than 
the whole normal kinetochore, and its kinetochore is about one third 
of the normal kinetochore. The length of the c. d. was found to vary bet- 
ween 4-6 micra (Figs. 1-9) and the length of the normal kinetochore 
between 2-5 micra (Lima-DE-Farta 1952, Table 4). At this stage the 
average length of the shortest and longest A chromosome of the com- 
plement of rye was found to be 70 and 91 micra respectively (LiMa-DE- 
Faria 1952, Table 5). Thus, at pachytene, the chromosome derivative 
is approximately 16 times smaller than an A chromosome. At the 
other stages of meiosis and at metaphase of mitosis this proportion 
is not maintained. At diplotene (Figs. 14-24) the proportion between 
the average length of the c. d. and the average length of an A chromo- 
some is of the order of 1 to 10, and at metaphase IT (Figs. 40, 55, 56 
and other cells) this proportion becomes of the order of 1 to 3. At 
metaphase of mitosis this proportion increases again to be of the order 
of 1 to 6 (Figs. 41 and 42). Thus, the c.d. may be 16 times smaller or 
only 3 times smaller than an A chromosome. For easy comparison of 
the condensation cycle of the two chromosome types an equal armed 








58 A, Lima-pE-Fari: 


A chromosome and a c.d. were drawn side by side and on the same 
scale, at pachytene, diplotene, metaphase II of meiosis, and at meta- 
phase of mitosis (Figs. 66-73). An inspection of Figs. 66-73 and of 
the other text figures reveals that the kinetochore of the c. d. decreases 
appreciably in size from pachytene to metaphase of mitosis, where its 
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Figs. 27-42.—The chromosome derivative at diakinesis (Figs. 27-33), metaphase I (Figs. 34 
—36), anaphase I (Figs. 38 and 39), and metaphase II of meiosis (Fig. 40).—Fig. 37. 
Three A chromosome bivalents for comparison of their “‘spindle fibre attachment region”’ 
with that of the c. d. (Figs. 35 and 36).—Figs. 41 and 42. Five c. d.’s (Fig. 41) and five 
A chromosomes (Fig. 42) at metaphase of mitosis. Camera lucida drawings. 2000. 


position is only recognized by a small constriction. However, the 
arms of the c.d. decrease only slightly in length during the other 
stages of meiosis and at metaphase of mitosis when compared with 
the arms of the A chromosomes which, during the same stages, diminish 
in length in a very marked way. It is the differential condensation of 
the arms of the c.d. which accounts for most of the variation in the 
relative length of the two chromosome types. As the comparison is 
always made between the A chromosomes and the chromosome derivative 
in the same or adjoining cells, the difference in the fixing mixtures 
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used at meiosis and mitosis is of no significance in this connection. 
Moreover, the maximum difference in the relative length of the two 
chromosome types is found within meiosis where the same fixative 
was used for all stages. . 


V. Kinetochore location at metaphase I. 

In rye, at metaphase I of meiosis, the reference to an “‘equatorial 
plate’’—an expression used by most authors—is inappropriate as at 
this stage all the kinetochores do not locate themselves on a single 
plane or series of closely superimposed planes occupying an equatorial 
position. This is only the case at metaphase of mitosis and at metaphase 
of the second division of meiosis. At metaphase I of meiosis the kine- 
tochore of each chromosome partner is located far away from the 
kinetochore of the other chromosome partner. The kinetochores of 
the two groups of chromosome partners locate themselves in two 
distinct and well separated planes (Figs.'74-81). As expected, there is 
a certain amount of variation and one or two bivalents may sometimes 
be displaced in relation to the bivalent group (Figs. 76 and 77). 

One can only speak correctly of an equatorial plate at metaphase I 
as that built by the chromosome regions exhibiting chiasmata. Such 
a plate is, however, misleading in connection with the study of chromo- 
some movements. When studying chromosome movements the posi- 
tion of univalents, or other chromosome configurations, and especially 
of small single chromosomes—as is the case here—snould also be judged 
in relation to the normal bivalents by the position of their kinetochores. 

The study of sectioned material in rye reveals that at metaphase I 
of meiosis one may speak of (1) the centrally located group of bivalents 
(2) the equatorial plate formed by the chiasmata and (3) the two circles 
or series of superimposed circles constituted by the two distinct growps 
of kinetochores (Figs. 74-81). The two most extremely situated circles 
build a cylinder within which all kinetochores are usually located. It 
is thus clear that a single and small chromosome such as the c. d. may 
not need to come to the equatorial plate, formed by the chiasmata, to 
occupy a position comparable to that of the A chromosomes. Any 
position that the c.d. may occupy within the kinetochore cylinder, 
formed by the kinetochores of the A chromosomes, may be considered as 
representing an equal capacity of the c.d. to move into the centrally 
located metaphase group. 


VI. Position and division at meiosis. 
During metaphase I of meiosis the c.d. appeared to be, in 48.0% 
of the cases studied, within the kinetochore cylinder (Fig. 43), and in 
35.4% outside the kinetochore cylinder (Figs. 44 and 49, and Table 1). 
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parations used for meiotic studies of the c 
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Figs. 43-48.— Figs. 43 and 44. Position of the chro- 
mosome derivative at metaphaseI of meiosis; in 
Fig. 43 the c. d. is apparently within the kinetochore 
cylinder, in Fig. 44 apparently outside it.—Figs. 45 
and 46. The c. d. beginning to divide at middle 
anaphase I.—Figs. 47 and 48. The two daughter c. d.’s 
moving to different spindle poles at middle and late 
anaphase I respectively. The c. d. and the daughter 
ce. d.’s drawn in black. Camera lucida drawings. 
x 1000. 










































A source of error arises in this case from the fact that the pre- 


.d. were squashes and not 


sections. There is in squashes, in most cases, a certain amount of dis- 


placement of the chromo- 
somes due to the pressure— 
normally an advantage of 
the squashes which in this 
case is a drawback. The 
number of c. d.’s which are 
originally outside the kine- 
tochore cylinder and be- 
come included in it equals 
most probably those origin- 
ally included in the kine- 
tochore cylinder which after 
the squash come outside it. 
However, only metaphase 
groups which were found to 
be not distorted were used, 
all cases which could leave 
any doubt were classified 
under the heading “‘uncer- 
tain cases” (Table 1). 

The number of uncer- 
tain cases becomes higher 
at metaphase II (Table 1 
and Figs. 52, 55 and 56) for 
three other reasons: (1) at 
this stage—-where there is 
a metaphase plate as at 
mitosis—the chromosomes 
build a more compact pic- 
ture than at the preceding 
metaphase, and for this 
reason it is more difficult 
to see the small c.d. when 
it is in the plate, (2) more- 
over, at this stage, the c. d. 
has half the size that it 


had at metaphase I and becomes more easily hidden by the A chromo- 
somes once it is among them, (3) in cases where the chromosome deri- 
vative can not be seen it can not be decided whether it is present or 
absent in the half P.M.C. Thus, the value 25.7% of cases of c. d.’s 
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Table 1. 
Position of chromosome derivative at metaphase I and metaphase II of meiosis. 
Position of Preparations Per- 
Stage chromosome Total] cen- 
derivative 1 s|3i4 5 | 6 7| 8 tage 
Apparently | 12} 4 | 10 | 22 | 47 95 | 48.0 
within the 
kinetochore 
cylinder 
Meta- Apparently | 1] 0; 3/| 26; 40 70] 35.4 
phase I outside the 
kinetochore 
cylinder 
Uncertain 1 0 4) Th 17 33 | 16.6 
cases 
Total 14} 417 | 59 | 104 198 | 100.0 
In the plate} 2] 9 | 16 30| 6 | 22] 85] 25.7 
Meta- Outside the | 7 | 20 | 43 42} 9/19 1140] 42.3 
phase II plate. 
Uncertain 0; 10); 18 41| 10 | 27 | 1061} 32.0 
cases : 
Total 9 | 39 | 77 113 | 25 | 68 | 331 | 100.0 





























situated in the plate found in Table 1 must be considered as an under- 
estimation of the actual value. 

When anaphase I starts the c. d. is not yet divided, and only begins 
dividing when anaphaseI has already progressed to such an extent 
that the two anaphase chromosome groups are already well separated 
from each other (Figs. 45 and 46). At middle anaphase I the two daughter 
ce. d.’s are already a certain distance apart (Figs. 47 and 50) and finally 
they move to different poles (Figs. 48 and 51). The c.d. was found 
to divide at anaphase I in 92.1% of the studied cells and in 7.9% was 
found to be undivided (Fig. 54). For these countings P.M.C.’s at late 
anaphase I were used. In cases where the c.d. was hidden by the 
anaphase groups it could be thought that a certain number of undivided 
c. d.’s was then overlooked. This difficulty was overcome by counting 
at anaphase ITI the number of half P.M.C.’s where two c. d.’s were found. 
Although this value is the sum of cases where the c.d. divides at the 
secend division plus the number of cases where daughter chromosome 
derivatives have gone to the same pole at the first division, it was 
found to be of the order of two cases in more than 200 P.M.C.’s investi- 
gated, which shows at the same time that the c.d. divides in most 
cases at the first division (Table 2) and that non-disjunction seldom 
occurs at anaphase I. 

The fact that the c.d. divides at the first division in such a high 
percentage of cases reveals that a large number of the c. d.’s that were 
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classified as being outside the kinetochore cylinder divide as do the 
others that were classified as being within the kinetochore cylinder. 
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Figs. 49-52.—Fig. 49. Photomicrograph of the chromosome derivative and the seven 

A chromosome bivalents at metaphase I. X1500.—Fig. 50 and 51. Photomicrographs 

of the two daughter c. d.’s moving to different spindle poles at middle and late anaphase I 

respectively. < 1500.—Fig. 52. Photomicrograph of the c. d. and the seven A chromosomes 
at metaphase II of meiosis. 1500. 


This may be due to the fact that the c. d.’s situated outside the cylinder 
at early metaphase I may still come into the cylinder later on, or also 
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Table 2. Division of chromosome derivative at anaphase I of meiosis. 





Preparations 
1 2 3 4 





Percen- 
Total tage 





Chromosome derivative dividing. . | 24 7 36 49 116 92.1 
Chromosome derivative not dividing 3 0 5 2 10 7.9 


Total | 27 Z 41 51 126 | 100.0 























to the fact that c.d.’s which are in the close neighbourhood of the 
cylinder divide as well. This may be the case in the P.M.C.’s represented 
in Figs. 45, 48 and 50, where the chromosome derivatives are seen 
lying at the side of the anaphase groups. 

At telophase I and at interphase no micronuclei were observed in 
the middle of the cell and in only four P.M.C.’s a c. d. was found lying 
outside but close to the interphase nucleus. The elimination of the 
ce. d. at the first division was practically nil. 

At the second division the c. d.’s were found to move regularly to 
the poles (Fig. 57), the degree of elimination being very small (Table 3 
and Figs. 58 and 59). 











Table 3. 
Position of chromosome derivative in tetrads. The values refer to number of nuclei. 
Preparations Total | Pereen- 
9 10 1l 12 
Chr. deriv. outside nucleus... . 34 0 1 23 58 4.2 


Chr. deriv. not visible outside nucleus | 120 | 604 | 412 181 | 1317 95.8 
More than one chr. deriv. outside 
nr RO ape ARE RPGS leah ye ip Se 0 0 0 0 0 0.0 


Total | 154 | 604 | 413 | 204 | 1375 | 100.0 























In two preparations it could be demonstrated at metaphase I that 
the c.d. was absent in a single P.M.C. and in a patch composed of 
60 P.M.C.’s. Such chimaeras are relatively common in plants where 
B chromosomes are present. Care was taken when studying the elimina- 
tion of the c.d. at the tetrad stage to make sure that although the 
c.d. was not visible outside the nucleus it was present within the 
nucleus. As the c. d. was seen to reach the poles later than the A chromo- 
somes it was observed many times in the periphery of the telophase 
nucleus — as represented in Fig. 59. This position made it casier to 
check its presence in the newly formed telophase nucleus. 


VIi. Position at metaphase of mitosis. 
At metaphase of mitosis the position of the c.d. is of significance. 
It gives information concerning: (1) the capacity of the c. d. to locate 
itself in the equatorial plate, (2) the way in which the c. d. moves into 
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it, and. (3) its ability to move into the central part of the plate—as 


normal small chromosomes usually do. 


The c.d. was found in the metaphase plate—and not somewhere 
in the cell—in over 25 cells at metaphase which were available for 
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Figs. 53-59.—Fig. 53. The seven A chromosome biva- 
lents and the chromosome derivative at diakinesis.— 
Fig. 54. The c.d. undivided at late anaphase I.— 
Figs. 55 and 56. Metaphase II showing the c. d. in 
the metaphase plate and outside it respectively.— 
Fig. 57. The c. d.’s moving to the poles at late ana- 
phase II.—Figs. 58 and 59. Early telophase II with 
c, d. outside nucleus, and young tetrad nucleus with 
ce. d. within nucleus. The c.d. drawn in black. 
Camera lucida drawings. 1000. 


study (Figs. 60-65). More- 
over, in a total of 25meta- 
phase plates, the short 
arm of the chromosome 
derivative had a more 
central position than its 
long arm in 17 cases 
(Figs. 62-64), whereas the 
long arm had a more cen- 
tral position in only 6 
cases (Figs. 60 and 61), 
two cases were uncertain 
(Fig. 65). These obser- 
vations reveal that the 
c.d. has a normal capa- 
city to locate itself in the 
equatorial plate and that 
it moves into it in the 
usual way. 

The criterion used in 
the determination of the 
ability of the c.d. to 
move into the central part 
of the metaphase plate 
was the same as used by 
Mintzine (1948). A line 
has been drawn connect- 
ing the kinetochores of 
the chromosomes situated 
in the periphery. These 
chromosomes are chosen 
in such a way that the 
periphery: line is never 
bent inward, i.e. the ex- 
terior angle formed by 
the two lines at both 


sides of a kinetochore is always 180 degrees or greater. By means of 
the periphery line the chromosomes are divided into two categories, 
the central ones with kinetochores within the periphery line and the 
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peripheral chromosomes with kinetochores § 

- situated at the line. When the position of the S aunSS) 
kinetochore was found to be uncertain in the Snes 
A chromosomes the periphery line was drawn Pa 
through the middle of the chromosome. Four re ours 
of the A chromosomes of rye have median and ge j,as 7 
three sub-median kinetochores (Lima-DE-FaRIa a) aeae 
1952) and for this reason no large error is = oa 
made by using such a procedure. Such an 
approximate determination of the position of a ee 
the kinetochore was, however, used in very =] amon 
few cases (cf. Figs. 60-65). Only cells where tT aco ae 
the position of the kinetochore of the c. d. = 
was clear were used in this analysis. J Mamaia 

It can be seen (Table 4) that in the case of <j] Peat3e 
the twenty cells available for study the A | oom 
chromosomes show a central position in only = ane 


37.1% of the cases whereas the c.d. shows 
a central position in 13 of the 20 cells (65%). 
At metaphase of mitosis the c. d. has a length 
that is intermediate between the small iso- 
fragment and the new fragment type described 
by Méntzina (1948). Minrzine studied the 
behaviour of these B chromosome types: at 
metaphase of mitosis by using the same 
method and found 72.0% central small iso- 
fragments and 65.8% central fragments of the 
new fragment type. The corresponding values 
for the A chromosomes were 28.9 and 29.4. 
The small iso-fragment has a normal kineto- 
chore (MintTzinc and Lima-pz-Faria 1953) 
and the new fragment type is supposed te 
have also a normal kinetochore. The c.d. was 
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Table 4. Position of A chromosomes and chromosome derivative at metaphase of mitosis. 
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aoe 
thus found to occupy in the metaphase plate g SES & 
a position similar to that of other small chro- 3 Bene 
mosomes with normal kinetochore. es Bo go 
VIII. The origin of the chromosome derivative. 

The plant containing the chromosome 2 : 5 © 
derivative originated, as stated above, from a 3 z 25 
plant which possessed, besides two stan- 8 iS § gs 
dard fragments, another chromosome type s E 23 
of smaller size. The plant containing the < 
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chromosome derivative was found among the third generation of this 


last plant. 
It is improbable that the chromosome derivative is derived from 


the A chromosomes for the following reason. During meiosis the chromo- 





Figs. 60-65.—Position of the chromosome derivative in the equatorial plate at metaphase 
of mitosis: central (Figs. 60-63) and peripheral (Figs. 64 and 65). The c. d. drawn in black. 
Camera lucida drawings. 2700. 


some derivative was not seen to pair with the A chromosomes or to 
show any tendency to be associated with a particular A chromosome 
or any special region of the A chromosomes. As the chromosome 
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derivative is so small 
and was single at pachy- 
tene it could most prob- 
ably show pairing or 
association with the A 
chromosomes if it was 
derived directly from 
them. 

As no standard frag- 
ments were present at 
meiosis in the plant 
containing the c. d. any 
pairing or association 
between the two chro- 
mosome types could not 
be checked. 

There are, how- 
ever, several observa- 
tions which strongly 
suggest that the c. d. is 
derived from the chro- 
mosome type of smaller 
size than the standard 
fragment referred to 
above (Figs. 82-95). This 
chromosome type has 
a normal kinetochore 
where usually two chro- 
momere pairs can be 
seen (Figs. 82, 84, 85, 
87 and 88; the kineto- 
chore is indicated by an 
arrow). Its short arm is 
composed of 3-5 chro- 
momere pairs and the 
long arm of 7-8 chromo- 
mere pairs. The end of 
the short arm can be 
distinguished from the 
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An A chromosome bivalent is represented at pachytene and at diplotene, and a single A chromosome at 
metaphase II and metaphase of mitosis. 


pachytene (Figs. 66 and 67), diplotene (Figs. 68 and 69), metaphase II of meiosis (Figs. 70 and 71) and at metaphase of mitosis 


(Figs. 72 and 73), 
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end of the long arm by its smaller chromomeres and its thin and cone- 
shaped appearance (Figs. 82-85, 88-91). This chromosome type is— 
like the chromosome derivative—single at pachytene and similarly it 
is composed of two individualized sister chromatids at this stage. At 
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diplotene (Fig. 94) and diakinesis (Fig. 95) it can be easily checked 
that this chromosome type is single when its thickness and appearance 
are compared with those of the A chromosome bivalents and those 
of the two paired standard fragments. In the root tips it was also found 
to be single. In the F, of this plant this chromosome type showed in 
root tip mitosis the same arm ratio seen here at pachytene. 

Most significant is the fact that the chromosome type of smaller 
size than the standard fragment (Figs. 82-95) showed non-homologous 





Figs. 74-81.—-Side view (Figs. 74-77) and polar view (Figs. 78-81) of the seven A chromo- 
some bivalents of rye at metaphase I of meiosis (paraffin sections). Camera lucida drawings. 
x 2000. 


pairing and chiasma formation between both arms. Cases of chiasma 
formation between the short and the long arm are represented in Figs. 88 
and 91 and cases of simple non-homologous pairing in Figs. 92 and 93. 
Two cases where apparent chiasma formation took place between the 
kinetochore and the long arm are represented in Figs. 89 and 90. Care 
was taken to make sure that the connections observed in Figs. 88 and 91 
were not the result of accidental ‘‘stickiness’”’ between the arms. The 
microscopic picture is that of a firm connection but such details are 
difficult to represent in india ink drawings. Moreover, the position 
of the arms, after the squash, strongly indicates that they are firmly 
attached at the region where the connection is seen. The same applies 
to Figs. 89 and 90. In the configuration represented in Fig. 89 it may 
be seen how part of the kinetochore is paired and well fixed to the most 
proximal region of the long arm. In Fig. 90 it may seem that the 
connection between the kinetochore and the long arm is the result 
of a simple superposition of the chromosome at that region. But it 
may be seen in the drawing—and it could be seen clearly in the micro- 
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scope—that there was a strong connection at this region, and that the 
chromosome body showed a marked distension in the region situated 
at 12 0’clock in the Figure. 





94 95 


Figs. 82-95.—Figs. 82-93. The chromosome type smaller than the “standard fragment” 

composed by two individualized sister chromatids at pachytene. The kinetochore is 

indicated by an arrow. X 2000.—Figs. 94 and 95. This chromosome type and a pair of 

standard fragments (in black) together with the A bivalents at diplotene and diakinesis 
respectively. Camera lucida drawings. 1120. 


It is not surprising that chiasmata may be seen at pachytene as 
this chromosome type becomes split into two sister chromatids earlier 
than the A chromosomes. As crossing over takes place at the four 
strand stage, a precocious individualization of the sister chromatids 
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accompanied by a non-homologous pairing or association, most probably 
favours the appearance of chiasmata. 
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Figs. 96 and 97.—Schemes of Figs. 89 and 90 with the main pro- 


The situation here is similar to that found in attached-X females 
in Drosophila, where crossing over is known to take place between the 
arms of the same chromosome (cf. StuRTEVANT and BEADLE 1940). 
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A diagram of the configurations represented in Figs. 89 and 90 is 
found in Figs. 96 and 97 accompanied by a scheme of the main products 


cenet 
Fel 
Doki 


ducts of crossing over in the region indicated by the arrow. 


of crossing over in the region indicated by the arrow. It can be seen 
that in both cases (Figs. 96 and 97) of the 8 products of crossing over 
only two have a normal kinetochore, the other six products have 
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incomplete kinetochores or a normal kinetochore accompanied by an 
incomplete one. 

The formation of the chromosome derivative here studied in detail 
(Figs. 1-73)—found in the third generation of the plant from which 
Figs. 82-95 are drawn—can now be easily understood if a deficiency 
takes place in one or two arms of most of the products of crossing over 
pictured in Figs. 96 and 97. This will result in a chromosome with 
arms of smaller size and incomplete kinetochore as is the chromosome 
derivative. Such deficiencies are known to occur in the standard 
fragment (Mtnrzine and Lima-DE-Faria 1952). 


IX. Discussion. 


One of the main questions raised in connection with the existence 
of viable chromosomes with an incomplete kinetochore is whether the 
behaviour of such chromosomes is the same as those with a normal 
kinetochore. 

The following main similarities can be found between the c. d. and 
other chromosomes with a normal kinetochore. 

(1) The c. d. has essentially the same ability to move to the spindle 
poles as a normal chromosome since it is not eliminated in the mitotic 
divisions leading to the formation of the roots and the flowers, and 
since its degree of elimination is very small at both meiotic divisions. 

(2) The c.d. has a normal capacity to locate itself in the mitotic 
metaphase plate and it moves into it in the usual way. Moreover, 
the c. d. was found to occupy in the mitotic metaphase plate a position 
similar to that of other small chromosomes with normal kinetochore. 

(3) During the first division of meiosis the c. d. appeared to occupy 
a position within the kinetochore cylinder in about half of the P.M.C.’s 
studied and it divided regularly at this division — elimination and non- 
disjunction seldom occurring. 

The following main differences can be found between the c. d. and 
other chromosomes with a normal kinetochore. 

(1) Rye univalents (from the A complement) that divide at the first 
division of meiosis lag usually and are eliminated to a large extent 
at the second division (Mtnrzine 1951). This is also the case in uni- 
valents of the small iso-fragment (Mintzinc 1944, Mtnrzine and 
Lima-DE-F arta 1953). Contrarily the c. d. suffers very little elimination 
at the second division and it was found to arrive at the spindle poles 
later than the A chromosomes. It appears that although the c. d. 
would move slowly on the spindle it would still be able to become 
incorporated in the telophase nucleus. This differential behaviour of 
the c. d. may be due to a partial failure of tite c. d. to react to the cell 
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conditions specific of the second division. The normal kinetochore 
which is most probably well adjusted to the specific conditions of the 
first and second divisions is more easily affected by the consequences 
of chromosome division at the first meiotic division than a kinetochore 
lacking some of its normal components. 

(2) The condensation cycle of the c.d. diverges ‘trom that of the 
A chromosomes. At pachytene the c. d. is about 16 times smaller than 
an A.chromosome whereas at metaphase II it is only three times smaller. 
It is the differential condensation of the arms which accounts for most 
of the difference. In rye and Agapanthus umbellatus (Lima-DE-FaRIa 
1954) the condensation of the arms was found to be related to the 
position of the kinetochore and the natural ends. As the c.d. lacks 
both natural ends and a large section of the normal kinetochore the 
condensation cycle of the arms may be for this reason of a different 
type. The classic example of differential condensation of the arms is 
the Y chromosome in Drosophila melanogaster which in salivary gland 
nuclei is completely included in the chromocentre whereas in the 
ganglion cells of the brain has about the length of the X chromosome. 
It is not known, however, how far the kinetochore and the natural 
ends of this chromosome differ from the kinetochore and natural ends 
of the other chromosomes of the Drosophila complement. Interestingly 
enough, the suggestion has been made that the Y chromosome may 
have been originally an iso-chromosome (DARLINGTON 1940). 

It could be argued that the smaller size of the kinetochore of the 
c. d. might be accentuated by a possible contraction of the kinetochore 
due to the very small arms of this chromosome. It is clear that although 
chromosomes and chromosome regions display a variation—as do all 
living bodies—this variation takes place within well defined limits. 
Moreover, the kinetochore—like any other chromosome region—is 
not structureless but has a weil defined organization. It could be 
ascertained by the following observations that variations in distension 
are not responsible for the difference. (1) The variation in length and 
structure of the normal kinetochore is known from a detailed study 
of the A and B chromosomes of rye (Lima-DE-Farta 1952). (2) The 
comparison of the length of the kinetochore of the c. d. with the length 
of the kinetochore of the A chromosomes was always made within the 
same cell or using cells lying nearby. (3) Only part of the structural 
components of the normal kinetochore were found in the kinetochore 
of the chromosome derivative when the comparison was made within 
the same cell. (4) Of most importance is the fact that the small iso- 
fragment and another rye iso-chromosome with still smaller arms 
possess both kinetochores with normal length and structure, but their 
arms are not much longer (circa 10 and 6 chromomere pairs respectively) 
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than those of the c.d. (Mintzine and Lima-DE-Faria 1953 and un- 
published). 

It could be supposed that the apparently normal movement of the 
c. d. on the spindle could be accounted for by the small size of its arms— 
the deleted kinetochore having a small load to pull along. Such a supposi- 
tion does not, however, meet the facts. McCirntrock (1938) studied 
two chromosomes of maize having deleted kinetochores but possessing 
arms of nearly the same length as the chromosome from which they 
were derived (chromosome V). These chromosome derivatives had 
essentially the same ability to move to the spindle poles as the other 
chromosomes of the complement, since they participated successfully 
in the mitotic process, being maintained through many nuclear cycles. 

Particularly interesting with respect to the problem of the homology 
of the different kinetochore regions at different stages is the structure 
of the kinetochore at metaphase I. At metaphase I of meiosis it could 
be seen (Figs. 35-37) that the cone-shaped structure of the c.d. was 
about one third shorter and thinner than the corresponding cone- 
shaped structure of the A chromosomes. These observations demonstrate 
that the size of the cone-shaped structure observed at metaphase I 
is proportional to the size of the chromosome region delimited at 
pachytene as the kinetochore. 

The structure of the chromosome derivative helps to elucidate better 
the complex process which leads to the normal division of the chromo- 
some body. At pachytene the single c. d. reaches the two strand stage 
earlier than the paired A chromosomes. This is a phenomenon already 
observed by McCuiinTock (1931) at pachytene in single chromosomes 
and in unpaired chromosome regions. The splitting of the c.d. into 
two chromatids is so distinct that the chromomeres and fibrillae appear 
in pairs and the thickness of the chromosome is practically that of the 
pachytene bivalents formed by the A chromosomes. It could be expected 
that at diplotene these chromatids would fall apart as the chromosomes 
of A bivalents do. This does not happen, however, and instead the 
c. d. continues to condense. The splitting into two chromatids becomes 
less distinct at early diplotene and can hardly be seen at diakinesis and 
metaphase I where the c. d. is a thick dark body. At middle anaphase I 
the two hidden chromatids separate suddenly. This situation is similar 
to the phenomenon observed in the chromosomes of Agapanthus um- 
bellatus (Lima-DE-Faria 1953a) where the most proximal regions of 
the arms are individualized since middle prophase II of meiosis but 
go on condensing and only separate at the beginning of anaphase II. 
These phenomena demonstrate that individualization does not necessarily 
lead to an immediate separation—the timing of the two processes being 
distinct. 
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McCurntock (1938) obtained from chromosome V of maize two 
chromosome derivatives with arms of approximately the same length 
as the original chromosome but having a deleted kinetochore. This 
deleted kinetochore lacked about half of the normal kinetochore but 
its structural details could not be examined as in maize no structural 
differentiation has, so far, been observed within the kinetochore. On 
the other hand, in rye the structure of the kinetochore is well known 
(Lima-DE-Faria 1949, 1952, 1953b) and it could be ascertained that 
the c.d. has a kinetochore of approximately one third of the normal 
kinetochore. In the pairs of rye chromosomes observed at pachytene 
the kinetochore can be seen to be composed of three distinct zones: 
(1) the exterior zone, constituted by two almost unstained fibrilla 
pairs, (2) the median zone, composed of two pairs of chromomeres 
(the almost unstained fibrilla pairs of the first zone unite the kineto- 
choric chromomeres with the chromomeres of the arms), (3) the interior 
zone, composed of a deeply stained fibrilla pair (which unites the two 
kinetochoric chromomere pairs) and where a chromomere pair may 
be sometimes observed. The kinetochore of the c.d. was found to be 
constituted by a fibrilla pair and a chromomere pair. As this fibrilla 
pair showed itself to be thin and weakly stained it is assumed that 
it is one of the two fibrilla pairs of the exterior zone of the kinetochore 
and the chromomere pair is one of the two chromomere pairs of the 
median zone, the interior zone not being represented or being only 
represented by a very short segment. It is at first sight surprising 
that such a structure keeps the essential properties of the normal 
kinetochore. It can be seen, however, that it retains most of its com- 
ponents. This is due to the fact that the normal kinetochore has a 
symmetric structure, since each of its halves has the same morphological 
components as the other half but disposed in an inverted order. Each 
half of the normal kinetochore is composed by half of a deeply stained 
fibrilla pair, a chromomere pair and an almost unstained fibrilla pair. 
The deleted kinetochore only seems to lack the first of these components. 
Such a lack may explain its inability to react in part to the specific 
conditions of the second division of meiosis. We thus see that such 
a deleted kinetochore maintains the properties that permit a chromo- 
some carrying it to survive quite successfully, but, at the same time, 
does not seem to possess all the properties of the normal kinetochore. 


Summary. 

(1) In rye, a small chromosome derivative possessing a deleted 
kinetochore is studied throughout meiosis and at metaphase of mitosis. 
Its kinetochore has, at pachytene, approximately one third the length 
of the normal kinetochore and is constituted by a weakly stained 
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fibrilla pair and a chromomere pair. These two components are con- 
sidered to correspond to half of the exterior and median zones of the 
normal kinetochore. 

(2) The chromosome derivative has essentially the same ability to 
move to the spindle poles as a chromosome with a normal kinetochore, 
since it is not eliminated during the mitotic divisions leading to the 
formation of the roots and the flowers, and since its degree of elimina- 
tion is very small at both meiotic divisions. It occupies in the mitotic 
metaphase plate a central position similar to that of other small chromo- 
somes with normal kinetochore. It also divides regularly at the first 
division of meiosis, elimination and non-disjunction seldom occurring. 

(3) Its behaviour differs from that of chromosomes with a normal 
kinetochore in that it suffers very little elimination at the second division 
of meiosis. Usually, rye univalents with a normal kinetochore which 
divide at the first division lag and are eliminated to a large extent at 
the second division. Moreover, its condensation cycle diverges from 
that of the A chromosomes. At pachytene it is about 16 times smaller 
than an A chromosome whereas at metaphase II it is only three times 
smaller. 

(4) At pachytene the single chromosome derivative becomes split 
into two clearly individualized sister chromatids earlier than the 
A chromosome bivalents. However, the chromatids do not separate 
at diplotene and the chromosome continues condensing until meta- 
phase I where it looks like a dark round body. The two hidden chroma- 
tids only separate at middle anaphase I. Chromatid individualization 
does not necessarily lead to an immediate separation—the timing of 
the two processes being distinct. 

(5) The chromosome derivative was found in the third generation 
of a plant where another chromosome type with a normal kinetochore 
‘showed at pachytene non-homologous pairing and chiasma formation 
between its arms. Crossing over involving the kinetochore and one 
arm may account for the formation of chromosome types with an in- 
complete kinetochore as is the case of the chromosome derivative. 
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I. Introduction. 

Since Nawascuin (1927) found a spindle spherule in the mitotic 
chromosomes of Galtonia and BELLING (1928) described a chromomere 
in the kinetochore of Agapanthus pachytene chromosomes, our know- 
ledge of the structure of the kinetochore has been increasing, but the 
structural details observed have been limited to the description of one 
or two small bodies at the kinetochore both in meiotic and mitotic 
chromosomes (DARLINGTON 1933 and 1935, GEITLER 1933, SHARP 1934, 
NEBEL 1935, SCHRADER 1939, and others). 

These observations represented structures which were considered too 
simple or too fortuitous in appearance to permit to attribute to the 
kinetochore an organization equivalent to that of other chromosome 
regions. 

A complex structure composed of two chromomere pairs and three 
fibrilla pairs of different stainability was observed in both A and B 
chromosomes of rye at pachytene (Lima-prE-Faria 1949a). This per- 
mitted to divide the kinetochore into three distinct zones. Subsequently 
a similar structure, where also three zones could be distinguished, was 
observed in the pachytene chromosomes of Agapanthus umbellatus 
(Lima-pE-Faria 1950). The mitotic counterpart of this structural 
pattern was observed in the kinetochore of the chromosomes of Scilla 
and many other species including rye by Ts1o and Lrvan (1950). At 
mitosis, however, no differentiation in the stainability of the fibrillae 
has so far been observed. 
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From a further inquiry into the structure of the three different 
zones found in rye and Agapanthus at pachytene it turned out that the 
kinetochore has a well differentiated structural pattern in these two 
species. This structure provides a material basis which allows for a 
comprehensive picture of the formation of kinetochores with new 
structures and properties. 


II. Material and methods. 


The material of rye (Secale cereale) and Agapanthus umbellatus used in this 
investigation is the same as employed in the structural analysis of the chromosome 
complement of rye (Lima-DE-Farta 1952) and in the analysis of the structure of 
the kinetochore in Agapanthus (Lima-DE-Fart1a 1950) supplemented by new plants 
of Agapanthus umbellatus obtained from the Botanical Garden of Lisbon (fixation 
in acetic-alcohol 1:4 for one hour) and by new plants of rye referred to in the text. 
For the details of the procedure followed in the making of the preparations see 
these papers and Lima-pE-Fart1a (1948). No pre-treatment was used and the 
chromosomes were stained with iron-aceto-carmine only. 

For taking the photomicrographs a Leitz Panphot with a lens combination 
of 90x apochromatic oil immersion objective and an 8x periplanatic eyepiece 
was used. The negatives and positives were made employing Ilford Rapid Process 
Panchromatic plates and Ilford ultra hard glossy bromide paper respectively. The 
photomicrographs were taken after the preparations were made permanent. 


III. The structure of the rye kinetochore. 

The kinetochore of the pachytene chromosomes of rye (LIMA-DE- 
Faria 1949a) was found to consist of the following components (con- 
sidering the two paired chromosomes of each pachytene bivalent and 
starting from one end of the kinetochore): a pair of almost unstained 
fibrillae, a chromomere pair, a pair of deeply stained fibrillae, another 
chromomere pair and again an almost unstained fibrilla pair. These 
components constitute three natural zones: the exterior zone composed 
by the two almost unstained fibrilla pairs, the median zone composed 
by the two chromomere pairs, and the interior zone where the deeply 
stained fibrilla pair is seen. 

As the kinetochoric chromomeres are very small — although not 
smaller than other chromomeres found in the distal region of the arms — 
their size may easily reach the limit of resolution of the light microscope 
and they thus become invisible. The fibrilla pairs may also not 
always show the differential staining just described. One thus finds 
kinetochores, where the chromomeres can not be distinguished, and 
where all the fibrillae are almost unstained. This is due to various 
factors affecting the structure of any chromosome region such as: 
(1) the genetic constitution of the plant, (2) the physiological conditions 
present at the time of fixation, (3) the type of fixing mixture employed, 
(4) the duration of the fixation, (5) the degree of chromosome conden- 
sation, and (6) the staining and squashing of the chromosomes. However, 
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if the conditions are favourable and the fixation and staining are of 
the usual quality the kinetochore components can easily be seen ex- 
hibiting the pattern just described. 

Such a structure has been identified in each of the seven chromosomes of the 
normal complement (A chromosomes) of rye where it has been found to be essen- 
tially alike in all (Lima-pE-Farr1a 1952). It can also be clearly observed in the 
standard B chromosome occurring in rye (LIMA-DE-Farta 1949a, 1952). Other B 
chromosome types of rye derived from the standard B chromosome, the “‘deficiency 
chromosome’’ and the small iso-chromosome, exhibit also this kinetochoric structure 
(Mintzine and Lima-pE-Farta 1952, 1953). The same structure has been observed 
by me in the large iso-chromosome of rye. The same fundamental kinetochoric 
pattern is also found among different Swedish and foreign rye varieties. The 
kinetochore of the A chromosomes and the standard B chromosome of tworye 
varieties from Turkey and Afghanistan shows also the same essential structural 
organization that is found in the Swedish varieties Vasa and Ostgéta Grarag. 


The pairing of the chromomeres and fibrillae of the two chromosomes 
that constitute a pachytene bivalent is as a rule not so intimate in the 
arms as at the kinetochore. Throughout the arms the chromomeres and 
fibrillae can be easily seen in pairs but at the kinetochore the chromo- 
meres are so intimately paired that their transversal doubleness can 
not be easily seen (Figs. 1—4, 8, 11 and 12). 

The deeply stained fibrilla pair which constitutes the central part 
of the kinetochore has been carefully investigated, as it was suspected 
to be composed of smaller chromomeres, which normally did not reach 
a sufficiently large size to be seen by the light microscope. This suppo- 
sition was based on the results of the detailed structural analysis of the 
standard B chromosome (LimAé-DE-Faria 1952). This chromosome is 
the most suitable for structural analysis since it is differentiated into 
very well delimited and easily recognisable regions and moreover since 
it can be studied in a very large number of cells due to its comparatively 
small size. Subdivision 54 A in the chromosome map of the standard B 
chromosome (LimA-DE-F arta 1952) is a weakly stained region of about 
the same size as the kinetochore, delimited on both sides by large 
chromomeres, which — also like the kinetochore — is composed of 
2—3 very small chromomeres and weakly stained fibrilla pairs. These 
chromomere pairs are not visible under unfavourable conditions (neither 
are those of the kinetochore) and in this case deeply stained fibrillae 
are seen in their place. The same phenomenon was observed in other 
chromosome regions, deeply stained fibrillae corresponding to one or 
two small chromomeres which have a size that oscillates at the limit 
of microscopic resolution. 

Confirmation that the same phenomenon took place at the interior 
zone of the kinetochore was obtained when a very distinct chromomere 
pair was observed in this region (Figs. 1—4, 8 and 12). Fig. 1 represents 
chromosome III of the normal complement of rye at pachytene. Chromo- 
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Figs. 1—7. Fig.1. Chromosome III of Secale cereale at pachytene. The kinetochore 
— which has a median position — may be seen to be composed of two almost unstained 
fibrilla pairs, three chromomere pairs and two deeply stained fibrilla pairs. — Figs. 2—4. 
-The kinetochore and the proximal region of the arms in three other chromosomes of 
Secale cereale at pachytene. Three chromomere pairs and the two fibrilla types can be 
seen at the kinetochore. — Figs. 5—7. The kinetochore and the proximal region of the 
arms in three chromosomes of Agapanthus umbellatus at pachytene. The characteristic 
egg-shaped structure of the kinetochore, consisting of a large and a small chromomere 
pair united by a deeply stained fibrilla pair, is clearly seen. — All camera lucida drawings. 
x 2800. 
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some III is characterized by a knob formation at the end of the left 
arm (the shortest arm) and by a seriation of a large chromomere pair 
followed by two small chromomere pairs at the end of the right arm 
(Lima-DE-FariA 1952). It may be seen that the kinetochore is delimited 
by large chromomere pairs and deeply stained fibrilla pairs which 
decrease in size and stainability as they approach the ends (Fig. 1). 
The presence of these gradients enables one to identify with accuracy 
the kinetochore in the A chromosomes of this species. In Fig. 1 the 
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Figs. 8 and 9. Fig. 8. Photomicrograph of the chromosome drawn in Fig. 3 (Secale cereale). 

The chromomere pair of the interior zone of the kinetochore is particularly distinct. — 

Fig. 9. Photomicrograph of the chromosome drawn in Fig. 5 (Agapanthus umbellatus). 

Notice the difference in shape between the two kinetochoric structures (Figs. 8 and 9). — 
Fig. 8 x 3000, Fig. 9 x 2200. 


kinetochore can be seen to be composed (starting from the left) of a 
weakly stained fibrilla pair, three chromomere pairs united by two 
short and deeply stained fibrilla pairs, and a weakly stained fibrilla 
pair. Many times the fibrillae that unite the kinetochoric chromomeres 
with the chromomeres of the arms are so weakly stained that it can 
not be decided whether they are running side by side or whether they 
are just stuck together as might be the case in the right side of the 
kinetochore in Fig. 1. The same kinetochoric structure can be seen in 
three other chromosomes (Figs. 2—4, 8 and 12). The three chromomere 
pairs have all about the same size and their transversal doubleness 
can sometimes be seen, although not very clearly (Figs. 1, 3 and 4). 

The presence of this chromomere pair and of two short and deeply 
stained fibrilla pairs in the interior zone of the kinetochore is most 
significant as it demonstrates that this zone has also a compound 
structure. It reveals that the centrally located deeply stained fibrilla 
pair is composed of one or two chromomere pairs, which under favourable 
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conditions become visible. In very good agreement with these findings 
is DaRLINGTON’s reference to the presence of three chromomere pairs 
in the kinetochore of a pachytene chromosome of Fritillaria Eggeri 
(DARLINGTON 1935 pag. 62 and Fig. 7). In rye the appearance of chromo- 
meres in the interior zone seems to be favoured by the pairing between 
the two halves of the kinetochore. This situation is found in single 
iso-chromosomes with inter-arm pairing where one and two chromomeres 
are seen at the interior zone. In these cases the chromomeres of the 
interior zone seem to be more conspicuous than in cases where two 
iso-chromosomes show inter-chromosome pairing (cf. Figs. 1—9 in 
Mintzine and Lima-pzE-Faria 1953). 


IV. The structure of the Agapanthus kinetochore. 

In A. umbellatus at pachytene, as in rye, the kinetochore can be 
easily identified, since on both sides of it the chromomeres of the arms 
are particularly large and the fibrilla pairs are thick and deeply stained. 
There is a subsequent decrease in chromomere size and in the thickness 
and stainability of the fibrillae towards the chromosome ends (Lima- 
DE-Faria 1954a). 

The kinetochore of the pachytene chromosomes of A. wmbellatus has 
essentially the same components as the rye kinetochore (Lima-DE-F ARIA 
1950) but it differs in the following particulars. 

The Agapanthus kinetochore can be seen to be composed of an 
almost unstained fibrilla pair, a large chromomere pair, a short deeply 
stained fibrilla pair, asmallchromomere pair and anotheralmost unstained 
fibrilla pair (Figs. 5—7, 9 and 10). The small chromomere pair has 
about half the size of the large chromomere pair (Figs. 5—7 and 10). 
These two chromomere pairs and the short deeply stained fibrilla pair 
which unites them, form a characteristic trapezoidal or egg-shaped 
figure (Figs. 5—7, 9 and 10). 

In addition to chromosomes exhibiting this differential in the size 
of the kinetochoric chromomeres, there can be found within the same 
cells, and side by side, chromosomes where the two chromomere pairs 
of the kinetochore .are of approximately the same size as previously 
described (Lima-pE-Faria 1950, Figs. 3 and 4). Due to difficulties in 
the identification of the Agapanthus chromosomes at pachytene (Lima- 
DE-FaRrIA 1954a) it could not be ascertained whether these two types 
of structure are characteristic of particular chromosomes. 

In rye such a trapezoidal structure has not been observed in more 
than one hundred preparations studied, whereas in Agapanthus it was 
found in many cells and in several preparations. In rye, when the 
structure is not at its best, one of the chromomere pairs may look 
smaller but the fibrillae are seen running parallel side by side, and as 
6* 
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a rule when one chromomere diminishes in size the other diminishes as 
well. This trapezoidal structure could not only be observed in the 
material obtained from Lund and from Lisbon but was also described 
in material from a quite different source. Darlington described in the 
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Figs. 10—12. Photomicrographs of the kinetochore and most proximal region of the arms 
in Agapanthus umbellatus (Fig. 10) and in Secale cereale (Figs. 11 and 12) at pachytene. 
In both species the fibrillae that unite the kinetochoric chromomeres with each other are 
much more deeply stained than the fibrillae that unite these chromomeres with the chromo- 
meres of the arms. In Agapanthus (Fig. 10) the two kinetochoric chromomeres of the 
large pair (the right one) may be seen separated far apart from each other, whereas in 
rye (Figs. 11 and 12) this separation can hardly be seen. The deeply stained fibrilla pair 
of the interior zone of the kinetochore of rye (Fig. 11) is constituted by one or two very 
small chromomere pairs which may show up in the form of a chromomere pair with the 
same size as the two surrounding ones of the median zone (Fig. 12). — Fig. 10 x 4800, 
Fig. 11 x 11500, Fig. 12 x 8100. 


pachytene chromosomes of Agapanthus umbellatus an ‘‘egg-shaped”’ 
chromomere (DARLINGTON 1933, pag. 235), which corresponds exactly 
with the trapezoidal or egg-shaped structure here observed. Of special 
importance is the fact that DaRLINGTON’s material was fixed in a fixing 
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mixture of the Nawaschin type quite different from the fixation employed 
here. His preparations were alsostained with iron-brazilin whereas mine 
were stained with iron-aceto-carmine. 

A second feature distinguishes the Agapanthus kinetochore from that 
of rye. As described above, in the kinetochore of rye the two partners 
of a chromomere pair are usually so intimately associated that it is 
difficult, in most cases, to see that they constitute a pair. In Agapanthus 
the situation is different, the two partners of each chromomere pair 
can be seen side by side quite distinctly, especially in the large chromo- 
mere pair (Figs. 5—7, 9 and compare Fig. 10 with Fig. 12). 


V. The formation of kinetochores with new structures and properties. 
The structures of the kinetochore as described during the thirties 
hardly permitted the contemplation of the possibility of structural 
variation within the kinetochore. The well differentiated patterns found 
now in rye and Agapanthus provide a material basis that easily allows 
for the formation of kinetochores with rearrangements of the original 
components, both in respect to their number and relative position. 

Breakage at the kinetochore (misdivision) and the formation of 
iso-chromosomes have been observed and carefully studied in rye (LEVAN 
1942, Minrzine 1944, Mtnrzine and Lima-p5-Fartia 1949, 1953). 

Breakage at the kinetochore of rye can in principle take place 
anywhere and as a consequence telocentrics are formed with one, two 
or three chromomeres at their kinetochores. If these telocentrics survive 
and give rise to iso-chromosomes, the result is the formation of iso- 
chromosomes with kinetochores containing two, four and six chromo- 
meres respectively. On the other hand, if it is assumed that the breakage 
takes place through a chromomere and not between two chromomeres, 
the result is the formation of telocentrics that may give rise to iso- 
chromosomes with one, three and five chromomeres at their kineto- 
chores. In the case of Agapanthus telocentrics of three types may be 
formed: one with a large, another with a small and a third with a large 
and a small chromomere, the resulting iso-chromosomes having kineto- 
chores containing two large, two small and two small and two large 
chromomeres respectively. 

Two iso-chromosomes derived from the standard B chromosome of 
rye have been studied in detail at pachytene and shown to have a sym- 
metrical structure (Minrzmine and Lima-p8-Faria 1949, 1953). They 
represent the doubling of the short and long arms respectively of the 
standard B. In these two iso-chromosomes the kinetochore does not 
differ essentially from the normal kinet~:hore (Mtnrzine and Lima- 
DE-Faria 1953, Figs. 3, 11, 12 and 15, and my own observations). In 
both cases it was found to be composed of an almost unstained fibrilla 
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pair, a chromomere pair, a deeply stained fibrilla pair, another chromo- 
mere pair and another almost unstained fibrilla pair. As referred to 
above, in the iso-chromosome derived from the short arm one and two 
more chromomeres were seen in the interior zone when the chromosomes 
exhibited inter-arm pairing. In these two iso-chromosome types the 
formation of the new kinetochoric structure is most easily explained 
by assuming breakage at the interior zone of the kinetochore followed 
by reunion of the two chromatid halves at this same zone. Interesting 
enough, iso-chromosomes formed in this way get a structure essentially 
similar to that of the normal kinetochore owing to the fact that the 
normal pattern is essentially symmetric. A plane passing through the 
middle of the normal kinetochore (Fig. 11) divides it into two parts 
related one to the other as an object to its image in a plane mirror 
(Lima-DE-FariaA 1949b). That these two symmetrical halves are 
also functionally alike is strongly suggested by their formation of the 
kinetochores of the two iso-chromosome types. One iso-chromosome 
type is apparently derived from the doubling of the short arm plus 
the left half of the kinetochore, the other from the doubling of the 
long arm plus the right half of the kinetochore. In maize (McCLINTOCK 
1938) the two halves of the kinetochore were found to have essentially 
the same properties, as a rod and a ring chromosome having each 
half of the kinetochore of chromosome V were twice obtained after 
X-ray treatment and behaved successfully on the spindle. These results 
confirm the suggestion (LimA-DE-F aria 1949b) that the normal kineto- 
chore is essentially a reversed repeat. It is, thus, not surprising that 
telocentrics resulting from breakage through the interior zone may 
easily give rise to iso-chromosomes which have no difficulty in surviving. 

Breakage that takes place at the kinetochore may be followed by 
other types of rearrangements than the formation of telocentrics and 
iso-chromosomes. It may result in the formation of chromosomes with 
a deleted kinetochore as obtained in maize (McCiintock 1938) and 
in rye (Lima-DE-Faria 1954b and 1955). 

In maize McCuiintook (1938) obtained after X-ray treatment two 
chromosomes derived from chromosome V each having a deleted kine- 
tochore. These chromosomes had arms of nearly the same length as 
the original chromosome V and they had essentially the same ability 
to move to the spindle poles as the other chromosomes of the com- 
plement, since they participated successfully in the mitotic process. 
These deleted kinetochores lacked about half of the normal kinetochore 
but the structural details could not be examined, as in maize no struc- 
tural differentiation has been observed within the kinetochore. In rye 
(Lima-pDE-Farta 1954b, 1955) a smali chromosome derivative with a 
deleted kinetochore was found to have essentially the same ability to 
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move to the spindle poles as a chromosome with a normal kinetochore, 
since it was not eliminated during the mitotic divisions leading to the 
formation of the roots and the flowers. Its behaviour differed from 
that of rye univalents with a normal kinetochore — which divide at 
the first division — in that it suffered very little elimination at the 
second division of meiosis and it had a distinctive condensation cycle. 
This deleted kinetochore was found to be constituted by a weakly 
stained fibrilla pair and a chromomere pair, and to have about one 
third the length of the normal kinetochore. 

The behaviour of these chromosomes with deleted kinetochore 
demonstrates that one half or slightly less than one half of the normal 
kinetochore enables a chromosome to behave in a manner essentially 
alike to other normal chromosomes but that it also may result in the 
display of distinctive features. 

Chromosomes with kinetochores larger than those of the other 
chromosomes of the complement have also been found. In both Sphaero- 
carpus Donnellii and S. texanus the X-chromosome was found by TINNEY 
(1935, Figs. 35 and 37) to have a distinctly larger kinetochore than the 
autosomes. Ernst (1939) was able to identify at pachytene the eight 
chromosomes of the haploid complement of Antirrhinum majus (Sippe 
50). Chromosome VI is characterized by having a kinetochore much 
larger than the others (ERNsT 1939, Plate I Figs. la, 1b, 4a and 4b). 
The difference is so sharp that the size of the kinetochore was used as 
the .most important marker to distinguish this chromosome from four 
others which have the same length (Ernst 1939, Fig. 1). Chromosome VI 
is of medium size and isnot associated with the building of the nucleolus. 
Ernst could also see in the kinetochore of chromosome VI a chromomere 
pair (1939, Plate I Figs. 4a and 4b, Plate II Fig. 12). 

The larger kinetochores of the X-chromosome of Sphaerocarpus and 
of chromosome VI in Antirrhinum represent not only cases of chromo- 
somes which have a larger kinetochore than the other members of the 
complement, but they also show that within the same complement not 
all kinetochores are identical. 


Summary. 

(1) The kinetochore of the pachytene chromosomes of Secale cereale 
was found to consist of the following components(starting from one 
end): a pair of almost unstained fibrillae, a chromomere pair, a pair 
of deeply stained fibrillae, another chromomere pair and again an 
almost unstained fibrilla pair. In the interior zone of the kinetochore, 
which is formed by the deeply stained fibrilla pair, one and two chromo- 
meres have been observed. The presence of these chromomeres demon- 
strates that the interior zone has also a compound structure, consisting 
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of minor chromomeres that become visible under particular conditions. 
_In some of the pachytene chromosomes of Agapanthus umbellatus two 
chromomere pairs of different size united by a deeply stained fibrilla 
pair and connected with the arms by almost unstained fibrilla pairs 
were found at the kinetochore. This structural pattern has a characte- 
ristic egg-shaped appearance. 

(2) The kinetochore structure is essentially the same in both species, 
but it differs in the degree of pairing and size relations of the kineto- 
choric chromomeres. 

(3) This well differentiated structure of the kinetochore provides 
a material basis which allows for a comprehensive picture of the for- 
mation of kinetochores with new structures and properties. Such 
kinetochores have been obtained in rye and they represent rearran- 
gements of the original components both in respect to their number and 
relative position. 

(4) The two halves of the kinetochore of rye were found to be not 
only morphologically alike and symmetrical but to be also essentially 
similar in function. These results are in very good agreement with 
the easy formation and survival of iso-chromosomes in rye as well as 
with the successful behaviour of chromosomes with a deleted kineto- 
chore obtained also in rye. 
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DIE STRUKTUR DER PACHYTANCHROMOSOMEN 
IN EUCHROMATIN UND HETEROCHROMATIN UND IHRE 
AUSWIRKUNG AUF DIE CHIASMABILDUNG 
BEI SALVIA-ARTEN. 


; Von 
GeEeRTRUD LINNERT. 


Mit 25 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 24. September 1954.) 


A. Einleitung. 


Die GesetzmaBigkeiten in der Langsstruktur der Chromosomen sind 
neuerdings wieder zum Gegenstand einer Reihe von Arbeiten geworden, 
die unter verschiedenen Gesichtspunkten die Frage nach dem Zusammen- 
hang zwischen der physiologischen Leistung einzelner Abschnitte mit 
deren morphologisch sichtbarer Gestalt stellen. Insbesondere war es 
das Studium des Positionseffekts, wodurch alte Vorstellungen von der 
Natur der Gene einer Revision unterzogen werden muBten, und zugleich 
damit richtete sich das besondere Interesse auf die Muster in der mor- 
phologischen Lingsstruktur der Chromosomen, wie sie sich aus der Ver- 
teilung von Euchromatin und Heterochromatin, den Bewegungszentren 
sowie den Strukturen fiir die Nukleolenbildung abzeichnen. Vor allem 
ist die genetische und entwicklungsphysiologische Wirksamkeit der 
beiden Chromatine, Eu- und Heterochromatin, wieder bedeutungsvoll 
geworden und zugleich die Frage, ob sie konstante Bildungen oder nur 
Modifikationen ein- und derselben Grundstruktur darstellen. Diesen 
nun wieder aktuell gewordenen Erwiagungen soll die folgende Arbeit 
nachgehen. Um die hier bestehende, gerade jetzt recht komplexe Proble- 
matik zu kennzeichnen, sei eine kurze Ubersicht tiber deren gegen- 
wirtigen Stand gegeben. 

Die Frage nach dem Wesen und der Bedeutung der Heterochromasie ist deshalb 
besonders schwer zu beantworten, weil eine Diskrepanz zwischen genetischen und 
zytologischen Befunden besteht, insofern als man dem Heterochromatin zwar 
eine andere. genetische Wirksamkeit zuschreiben mu8 als dem Euchromatin, seine 
zytologische Abgrenzung aber schwierig und, wie CASPERSSON (1947) sagt, bis zu 
einem gewissen Grad Geschmackssache ist. Zum Beispiel nimmt man an, das Hetero- 
chromatin sei genarm oder sogar genleer und enthalte vor allem quantitative 
Gene; seine Wirksamkeit sei insofern entwicklungsgeschichtlich zu definieren, als 
sie sich auf die Entfaltung bzw. Maskierung von Erbanlagen erstrecke. Dagegen 
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besitzt es, zytologisch gesehen, keine eindeutig definierbare Struktur mit fest- 
stehenden Eigenschaften, denn es gibt nicht nur verschiedenerlei Erscheinungs- 
formen des Heterochromatins, sondern auch gleitende Uberginge und Umwand- 
lungen der einen Form in die andere, die sich nur verstehen lassen, wenn man die 
Moglichkeit einer Abwandlung der Chromosomenstruktur durch bestimmte physio- 
logische Bedingungen unterstellt. Die Wandelbarkeit der zytologisch sichtbaren 
Struktur des Heterochromatins und die Spezifitat seiner genetischen Eigen- 
schaften sind aber schwer miteinander vereinbar. 

Auch die Frage, welche Feinstruktur das Heterochromatin besitzt und in 
welcher Weise diese Struktur Stoff- und Formumsetzungen unterliegt, ist in keiner 
Weise geklart. Nach der urspriinglichen Definition von Herrz (1929) ist ein eigen- 
tiimlicher Spiralisationsrhythmus besonders charakteristisch fiir das Hetero- 
chromatin, wahrend es sich chemisch nicht vom Euchromatin unterscheiden soll; 
DaR.inetTon und La Cour (1940) dagegen nehmen an, daB es sich durch einen 
eigenen Zyklus in der Be- und Entladung mit Nukleinsaéure auszeichnet. CasPErs- 
son (1940 und 1941) findet zwar keine chemische Verschiedenheit in der Zusammen- 
setzung der euchromatischen und heterochromatischen Querscheiben der Speichel- 
driisenchromosomen, wohl aber in der ihrer nicht farbbaren Zwischenscheiben: 
die des Euchromatins enthalten héhere EiweiBe vom Globulintyp, die des Hetero- 
chromatins dagegen in groBer Menge einfacher gebaute Histone, und er schlieBt 
daraus, daB diese Substanzen von den betreffenden Banden gebildet werden; die 
Produkte der euchromatischen Chromosomenteile seien deshalb spezifisch, die der 
heterochromatischen dagegen unspezifisch (CASPERSSON 1941). Die mikroskopische 
Struktur des Heterochromatins wird von JapHa (1939) und Smrru (1951) als eine 
besonders enge Spiralisation bezeichnet, DarLIncTon und La Cour (1940), Lma- 
DE-F arta (1952 und 1954), Brown (1949) u. a. deuten sie dagegen als eine Folge 
besonders groBer, stark mit Nukleinsiure beladener Chromomeren. Die Ent- 
scheidung dariiber, ob und welche dieser Erklérungen zutreffen, ]4Bt sich nur 
durch weitere Untersuchungen iiber die submikroskopische Struktur der Chromo- 
somen fallen. 

Aber auch iiber die submikroskopische Chromosomenstruktur herrscht keine 
einheitliche Meinung, denn bislang existieren iiber diese Verhiltnisse zwei grund- 
verschiedene, vorwiegend aus theoretischen Erwagungenen gewonnene Vorstel- 
lungen. Die eine geht auf die Untersuchungen CaspEerssons zuriick, wonach die 
Chromosomen aus einem Grundgeriist von héheren EiweiBen bestehen, auf welches 
im Zusammenhang mit der Selbstreproduktion Nukleinséure rhythmisch aufge- 
tragen und wieder abgebaut wird. Neuerdings aber ergeben sich Anhaltspunkte 
dafiir, daB ein spiralig gebautes Nukleinsiuremakromolekiil selbst das Grund- 
geriist des Chromonemas darstellen und durch diesen seinen molekularen Aufbau 
zugleich die Grundlage fiir die lichtoptisch sichtbare Spiralstruktur der Chromo- 
somen bilden kénnte (Watson und Crick 1953). Wir stehen also vor der Tatsache, 
daB die Entscheidung dariiber, ob der wesentliche Charakter des Heterochromatins 
in einem spezifischen Spiralisationsmodus oder in einer vom Euchromatin ver- 
schiedenen chemischen Zusammensetzung beruht, sehr weitgehend von den Er- 
folgen biochemischer Forschung iiber den molekularen Aufbau der Chromosomen 
abhangig sein kann. 

Fiir die Zytologie bleiben bei Beriicksichtigung der eben angestellten 
Erwiagungen, die ein dringend notwendiges Korrektiv bedeuten, noch 
genug Aufgaben. Es gilt, die sichtbaren Strukturen und ihre Verande- 
rungen mit Sorgfalt endgiiltig aufzuklairen und sie mit den Ergebnissen 


der Genetik in Ubereinstimmung zu bringen. Eine der vordringlichen 
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Aufgaben ist die Beantwortung der Frage, wieweit die Chiasmabildung 
und damit die Orte des genetischen Austauschs mit denen des Eu- und 
Heterochromatins zusammenfallen. Die Widerspriiche, die sich aus den 
Resultaten der bisher geleisteten Untersuchungen ergeben haben, rithren 
daher, da8 aus rein methodischen Griinden die Frage nach der Chiasma- 
bildung sehr schwer zu lésen ist, denn die entscheidende Phase, das 
Diplotin, ist zytologisch kaum zuginglich. 

Die vergleichende Untersuchung an Salbei-Arten hat sich als be- 
sonders fruchtbar fiir die Bearbeitung einer Reihe von zytologischen 
Problemen erwiesen und 1é8t auch einen Ausblick auf das eben erGrterte 
Chiasmaproblem zu. Einige davon besitzen klare und leicht zugingliche 
Chromosomen mit besonders deutlicher Struktur, die voneinander unter- 
scheidbar und identifizierbar sind. Unter den einzelnen Arten findet sich 
eine graduelle Abstufung der Heterochromasie von fast rein euchroma- 
tischen bis zu extrem heterochromatischen Formen und _ schlieBlich 
werden in charakteristischer Weise interstitielle oder terminale Chiasmen 
gebildet, deren Lage zum Heterochromatin sich bei einer Art deutlich 
erkennen 1]aBt. 

B. Material und Methode. 


Zur Untersuchung gelangten verschiedene Arten von Salvia, die mir aus ver- 
schiedenen Botanischen Garten als Saatgut iiberlassen worden sind. Es sind dies: 

S. nemorosa (Freiburg), n = 7; S. nemorosa (Miinchen), n = 7; 8S. officinalis, 
n = 7; S. horminum, n =8; S. glutinosa, n =8; 8. pratensis ssp. haematodes, n=8; 
S. austriaca, n= 9; S., unbekannter Bastard, 2n = 19; S. jurisicii, n = 11; 
S. sclarea turcestana, n = 11; S. argentea, n = 11; SV. cleistogama, n = 16. 

Als giinstigste Verarbeitungsmethode erwies sich die Fixierung in Ernstschem 
Gemisch, in dem die Knospen auch aufbewahrt wurden. Vor der Verarbeitung 
wurden sie in Karminlésung gelegt, in der sie einige Wochen ohne Schaden liegen 
kénnen und die mazerierend wirkt. Bei Uberfarbung wurde die Farblésung mit 
50%iger Essigsiure verdiinnt. Dann wurden in der iiblichen Weise Quetsch- 
praparate hergestellt und mit Paraffin umrandet. Diese Praparate halten sich 
einige Wochen oder sogar Monate. 

Beim Mikroskopieren wurde besonderer Wert auf maximale Auflésung gelegt. 
Dazu standen ein W-Stativ von Zeiss, eine Zeiss-Fluorit-Immersion n. A. 1,4 
und ein Apochromat n. A. 1,32 sowie Kompensationsokulare 8x und 15x zur 
Verfiigung. Die Mikrophotographien wurden zum Teil auf der groBen optischen 
Bank von Zeiss, zum Teil mit einer Balgenkamera auf Silbereosinplatten und 
mit dem Mikroaufsatz zur Leica hergestellt. Alle 3 Methoden erwiesen sich als 
gleich gut. 

C. Experimenteller Teil. 
I. Die Struktur der primeiotischen Ruhekerne. 


Heterochromatische Chromosomenteile sind auch im Ruhekern spi- 
ralisiert und als Chromozentren sichtbar. Die Untersuchung der pri- 
meiotischen Ruhekerne der Salvien zeigte, daB GréBe und Anordnung 
der Chromozentren im Ruhekern der Menge und Anordnung des Hetero- 
chromatins im Pachytiin entspricht, und man kann unter den verschie- 
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denen Arten 3 Typen von Ruhekernen unterscheiden. Als erstes Beispiel 
sei S.nemorosa genannt; sie besitzt solche mit stark gefirbten, teils 
kugeligen, teils langlichen Chromozentren (Abb. 1), die ungefaéhr in der 
diploiden Chromosomenzahl vorhanden sind. Ein Teil der Zellen besitzt 
nur die haploide Zahl von Chromozentren, obwohl das Euchromatin 
noch keine Andeutung von Kondensation zeigt. Man kann daraus schlie- 
Ben, daB die heterochromatischen Chromosomenteile die Paarung schon 
im Ruhekern einleiten. Die Chromozentren der Nukleolenchromosomen 
liegen mit einem hellen Hof dem Nukleolus auf. Den zweiten Typ 


Abb. 1. 





Abb. 1. Ruhekern von S. nemorosa, 7 Chromozentren. 
Abb. 2. Ruhekern von S. argentea, zahlreiche Chromozentren. 


Abb. 3. Ruhekern von S. austriaca, dichtes euchromatisches Fadengeriist, wenige 
undeutliche Chromozentren, Abb. 1—3: 2160mal. 


(Abb. 2) reprasentieren die Ruhekerne von S. argentea; sie besitzen eben- 
falls gréBere, stark gefiirbte Chromozentren ; dariiber hinaus aber finden 
sich, von diesen ausgehend, perlschnurartige Strange, die den ganzen 
Kernraum durchziehen. Den dritten Typ endlich zeigt z. B. S. austriaca 
(Abb. 3). Deren Ruhekerne besitzen nur ganz schwach gefarbte K6rn- 
chen, oft ist nur ein solches am Nukleolus zu erkennen. Das Euchromatin 
ist dagegen relativ dickfadig, so daB kaum ein Kontrast zwischen Euchro- 
matin und Heterochromatin wahrnehmbar ist. 


Entsprechende Strukturen zeigen die Ruhekerne der Tetradenzellen. Die stark 
heterochromatischen Formen besitzen ungefahr eine der haploiden Zahl ent- 
sprechende Menge von Chromozentren, die nichtheterochromatischen dagegen . 
lassen keine spiralisierten Chromosomenteile erkennen. Zugleich finden sich in 
deren Tetradenzellen auffallend viele, oft 3—4 Nukleolen. 


II. Der Bau der Pachytinchromosomen. 

Die Ruhekernstruktur zeigt, daB der Grad der Heterochromasie 
bzw. die Menge und die Verteilung des He‘erochromatins auf den 
Chromosomen bei den einzelnen Arten sehr verschieden ist. Die Ver- 
schiedenheiten der heterochromatischen Struktur sind im Pachytan 
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mit seinen auBerst langgestreckten Chromosomen besonders deutlich, 
eine Untersuchung dieses Stadiums war deshalb fiir die Aufklérung 
des Feinbaus der Chromosomen iiberaus fruchtbar. Die Art der 
Heterochromatinanordnung steht in keinerlei Zusammenhang mit der 
Chromosomenzahl; denn man findet sowohl gleiche Heterochromatin- 
struktur bei Arten mit verschiedener Chromosomenzahl, wie auch umge- 
kehrt einen verschiedenen Grad der Heterochromasie bei gleicher 
Chromosomenzahl. Worin diese Verschieden- 
heit aber beruht, soll nun im einzelnen be- 
schrieben werden. 


a) S. horminum. 


Die Chromosomen von S. horminum 
bestehen aus sehr stark firbbaren hetero- 
chromatischen Mittelstiicken, die meist zu 
beiden Seiten der Insertionsstellen liegen und 
zuweilen aufgeteilt sein kénnen, und daran 
anschlieBenden, vollkommen chromomeren- 
freien, aus gleichmaBig dicken Chromonemata 
bestehenden euchromatischen Armen, deren 
Fiiden eine deutliche Spirale zeigen (vgl. 
Abb. 4). Die einzelnen Teile der hetero- 
chromatischen Mittelstiicke sind so stark 

'’ kondensiert, daB sie fast knopfférmig er- 

Abb. 4. Ausschnitt aus dem 4 4 A 
Pachytén von S. horminum. scheinen und keine Feinstruktur erkennen 
praca ey — aaa ci lassen. Es findet sich, da& mehrere kleinere 
matins zu erkennen. Beicist solcher ,,Makrochromomeren‘’ oftmals zu 
aes apie einem einzigen Kérper verschmelzen kénnen 
oder umgekehrt, daf ein grdéBerer Hetero- 
chromatinkomplex eines Chromosoms in manchen Zellen in mehrere 
kleinere aufgelést erscheint. Die gréBten dieser ,,Makrochromomeren‘ 
finden sich gewodhnlich unmittelbar neben der Insertionsstelle, gegen 
das Euchromatin hin folgen oft einige kleinere. Die einzelnen Chromo- 
somen sind durch die Zahl und Lage der heterochromatischen Kom- 
plexe und durch die Lange ihrer Schenkel charakterisiert und lassen 

sich voneinander unterscheiden. 





b) S. nemorosa. 


S. nemorosa ist zwar gynodidézisch, doch entwickeln sich die Pollenmutter- 
zellen der Weibchen bis zum Pachytién normal und lassen sich in diesem Stadium 
gut untersuchen, Im Diplotin und in der Diakinese hingegen erfolgt rasch eine 
Degeneration, die Kerne verklumpen und das Plasma wird glasig. 

Die Chromosomen von S. nemorosa zeigen, wie die von S. horminum, 
scharf umrissene, kompakte heterochromatische Abschnitte. Die Kon- 





De Tn ROPER ee " 
oir oMtanDS Eade an eat ats St RS a 


ML LOE i ic ish APA 

















95 
















Die Struktur der Pachytaénchromosomen. 


densation dieser Makrochromomeren ist jedoch nicht so stark wie bei 
S. horminum, so daB man ihren Aufbau relativ deutlich sehen kann. Am 
besten gelingt das bei den Weibchen, deren Chromosomen diinner und 


2 





Abb. 5a u. b. Heterochromatische Segmente im Pachytén von S. nemorosa Miinchen. 
Infolge Chromatinverarmung ist die Struktur des Heterochromatins deutlich. 3600mal. 
b Schema dazu. 


blasser, offenbar chromatinarmer sind. Es lé8t sich erkerinen, daB die 
Chromonemata der heterochromatischen Chromosomenabschnitte um ein 
Vielfaches dicker sind als die euchromatischen, doch nicht gleichmaBig, 
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Abb. 6a—d. S. nemorosa M. Zwitter. a Chromosom 4. Im -! 
Euchromatin ist die Paarung schon aufgehoben. Kleinspirale 
wird sichtbar. b Chromosom 3. Zickzackverlauf der ge- 
trennten Chromosomen auch in der Ubergangszone von He- 
terochromatin zu Euchromatin. c Chromosom 7. Umschlin- 
gung der gepaarten Chromosomen bzw. GroSspirale sichtbar. 
3150mal. d Schema zu c. 5] 
d 


sondern meist mehrmals durch ein diinnes Fadenstiick unterbrochen 
(Abb. 5 und 6). Diese Strukturen sind ziemlich konstant und immer zu 
erkennen, sofern sie im Praparat giinstig liegen. Sind die Chromosomen 
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an einer solchen Stelle aber nicht ausgestreckt, sondern gekriimmt oder 
gestaucht, dann kénnen die heterochromatischen Teile zu ebensolchen 
runden Knépfen verschmelzen, wie S. horminum sie zeigt. Chromomeren 
sind auch an den deutlichsten Stellen nicht zu erkennen, wenn man nicht 
vereinzelte sehr kurze und dadurch runde Heterochromatinteile als 
solche auffassen will. 

Die euchromatischen Chromosomenteile bestehen aus bedeutend 
diinneren Faden. Wo sich die gepaarten Chromosomen schon getrennt 
haben, erkennt man, daB sie in einer feinen Zickzacklinie verlaufen, 
also spiralisiert sind. In den noch eng gepaarten Abschnitten ist diese 


\ 
\ 
\ 





Bie 

Abb. 7. S. glutinosa. Feinbau eines Pachyténchromosoms. Ungleich verdickte, spirali- 

sierte Chromosomenpaarlinge. Dickere Stellen und Uberschneidungen téuschen eine 
Chromomerenstruktur vor. 3150mal. 


Spirale ebenfalls vorhanden, aber undeutlich, sie éuBert sich an diesen 
Stellen durch UnregelmaBigkeiten und Knoétchen im Faden, die man 
bei oberflaichlichem Betrachten fiir Chromomeren halten kénnte. In 
Abb. 6 zeigen Pfeile die Stellen an, an denen die doppelte Spiralstruktur 
besonders deutlich zu erkennen ist. Abb. 6a stellt dar, wie man sich den 
Aufbau der Chromosomen schematisch vorstellen kann. 

Euchromatische wie heterochromatische Chromosomenteile sind noch 
einmal zu einer gréBeren Spirale gewunden, die médglicherweise ein 
, relational coiling‘ umfaBt. Es ist aber nicht zu unterscheiden, ob sich 
die gepaarten Chromosomen wirklich umschlingen oder miteinander 
eine Orthospirale bilden. Die einzelnen Chromosomen sind durch Zahl 
und Lage ihrer heterochromatischen Abschnitte charakterisiert und 
voneinander unterscheidbar. 


c) 8. glutinosa. 


Der Chromosomenaufbau von 8. glutinosa ist vollkommen anders als 
der der beiden eben beschriebenen Arten. Das Heterochromatin ist 
nicht in scharf umrissenen Abschnitten konzentriert, sondern in kleinen 
Portionen iiber eine langere Strecke verteilt (Abb. 7). Auch hier 
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bestehen die heterochromatischen Fadenabschnitte aus verdickten Faden- 
stiicken, die aber kurz und jeweils durch ziemlich lange und diinnere 
voneinander getrennt sind; Euchromatin wie Heterochromatin sind zu 
einer groBen und ziemlich engen Spirale gewunden. Die Umgebung der 
Insertionsstellen ist auch bei dieser Art meistens starker heterochro- 
matisch als die Chromosomenenden, aber die Struktur ist so variabel, 
daB sich kaum ein Chromosom in verschiedenen Zellen wieder auf- 





Abb. 8. S. cleistogama, Pachytén. Heterochromatin in der N&he der Centromere, aber 
mit zahlreichen abgesprengten kleinen Portionen. 3150mal. 


finden 14Bt. An Uberkreuzungsstellen und den Umkehrpunkten der 
Spiralen, also immer dann, wenn 2 Faden iibereinanderliegen, erscheinen 
dunkle Flecken, die Chromomeren vortiuschen. An einzelnen Stellen 
befinden sich heterochromatische Fadenverdickungen, die so kurz sind, 
daB sie wie kugelférmige Chromomeren aussehen und so entsteht ein 
aihnliches Bild der Pachytéinchromosomen, wie es vom Roggen und Mais 
her bekannt ist. 


d) S. sclarea und S. cleistogama. 


Die Struktur der Chromosomen dieser beiden Arten ist ungefahr 
intermediar zwischen dem Typ der S. nemorosa und 8S. glutinosa; relativ 
stark kondensierte Mittelstiicke gehen allmahlich in zahlreiche kleine 
heterochromatische Segmente iiber, die sich iiber eine langere Strecke 
verteilen (Abb. 8). 


Chromosoma. Bd. 7. 7 











GERTRUD LINNERT; 


e) Die euchromatischen Arten. 

S. jurisicii, S. officinalis, S. austriaca und S. pratensis ssp. haema- 
todes haben fast vollkommen euchromatische Chromosomen. Diese sind 
aber bedeutend dunkler und die Chromonemata dicker als die euchro- 
matischen Chromosomenteile der Arten mit scharf umgrenztem Hetero- 
chromatin. Besonders dunkel gefirbt sind immer die Mittelstiicke; sie 
bestehen also wohl aus dickeren Faden als die Chromosomenenden. 
Ortliche, scharf abgegrenzte Verdickungen aber fehlen vollstandig und 





Abb. 9. S. argentea. Zelle mit normal langgestreckten Chromosomen, teilweise rein 
euchromatisch. 2160mal. 


damit auch alle Struktureigenschaften. Es ist deshalb kaum méglich, 
einen Kern in alle seine Chromosomen aufzulésen; eine Identifizierung 
ist vollig ausgeschlossen. 


f) S. argentea. 


Diese Art zeichnet sich durch eine Besonderheit aus: eine wechselnde 
Heterochromasie verschiedener Zellen, die in demselben Praparat vor- 
handen sein kénnen. In allen Zellen finden sich einige Chromosomen 
mit Heterochromatin und einige vollkommen euchromatische. Vergleicht 
man mehrere Zellen miteinander, dann findet man drei, vier oder fiinf 
euchromatische Chromosomen; ihre Zahl schwankt also und dasselbe 
Chromosom hat in einer Zelle einen heterochromatischen Abschnitt, in 
einer anderen Zelle ist dieser anscheinend zu Euchromatin aufgelést. 
Ein Teil der Zellen hat aber ein ganz anderes Aussehen: Alle Chromo- 
somen sind untereinander mehr oder weniger gleich und besitzen eine 
stark gefirbte Zentromerregion, wihrend auf das Chromosomenende zu 
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die Farbbarkeit abnimmt. AuBerdem sind sie sehr kurz und verdickt 
(Abb. 9—12). Ein unbekannter Bastard mit der Chromosomenzahl 
2n = 19 zeigte eine ahnliche Erscheinung: in einem Teil der Zellen 
lauter rein euchromatische Chromoso- ‘ 


men, in einem anderen Teil stark kon- f? “ee Pe EVEX 
trahierte mit dunkleren Abschnitten. vs Csi, i 
Bei diesen Chromosomen ist die stir- *. tar. 
kere Farbbarkeit ganz offenbar die 
Folge einer engen Spiralisation, durch 
welche in gestrecktem Zustand weit 
auseinander liegende, sehr kleine hetero- 
chromatische Teilchen in enge Be- 
rihrung kommen. 





g) Uberblick. ie ges pat ea ee 

: i Abb. 10. S. argentea. le mit star! 

Uberblickt man also das Pachytiin ontrahierten und zugleich stark 

der hier untersuchten Arten von Salvia, bee act ror aa 
dann kann man folgendes konstatieren : 

1. Es findet sich ein gleitender Ubergang hinsichtlich der Konden- 

sation der heterochromatischen Abschnitte, der folgende Stufen er- 


kennen laBt: 
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Abb. 11. Abb. 12. 
Abb. 11. Chromosomenschema einer normal gestreckten Pachytanzelle von S. argentea. 
Abb. 12. Chr hema einer stark kontrahierten Zelle aus dem gleichen Praiparat 
wie Abb. 11. 


a) kompakte, knopfférmige Makrochromomeren, 

b) langgestreckte, leicht aufgelockerte Makrochromomeren, 

c) diffus verteiltes Heterochromatin, 

d) vollkommen euchromatisch aussehende Chromosomen. 
7* 











100 





GERTRUD LINNERT: 
; 


2. Das Heterochromatin besteht aus Faden, die mehrfach so dick 
sind wie die des Euchromatins; die Abschnitte sind oft ziemlich lang, 
k6énnen aber auch kurz sein und runde chromomerenahnliche K6rper 
bilden. Dimnere Fadenstiicke kénnen in verschiedenem Ausma8 zwi- 
schen die dickeren eingefiigt sein. 

3. Euchromatin wie Heterochromatin zeigen eine lose Spiralisation. 
Dariiber hinaus existiert eine kleinere Spirale, die ebenfalls manchmal 
Chromomeren vortéuschen kann. 

4. Es scheint in gewisser Weise labiles Heterochromatin zu geben, 
das in manchen Zellen stirker kondensiert, in anderen aber vollig auf- 
gelockert und unsichtbar ist. 

5. Die euchromatischen Chromosomenteile sind ebenfalls einer 
Strukturmodifikation unterworfen, die im Gegensatz zu der des Hetero- 
chromatins steht: je dichter das Heterochromatin konzentriert ist, desto 
diinner und gleichmaBiger sind die euchromatischen Chromonemata. 
Hinsichtlich der Farbbarkeit und Dicke ihrer euchromatischen Chromo- 
nemen bilden die untersuchten Arten die Reihenfolge: jurisicii -> argen- 
tea —> nemorosa —> horminum. 


III. Pachyténanalysen. 


Die stark kondensierten heterochromatischen Chromosomenteile kén- 
nen so charakteristische Strukturen bilden, daB sich dadurch die Chro- 
mosomen einer Zelle unterscheiden lassen und daf man auch die ver- 
schiedenen Chromosomen in verschiedenen Zellen immer wieder auf- 
findet. Von den hier untersuchten Arten zeichnen sich S. horminum und 
S. nemorosa durch solche unterscheidbaren Chromosomen aus. Be- 
sonders giinstig war es zudem, daB sich in gréBerer Anzahl vollstindig 
analysierbare Zellen fanden, so daB es méglich war, auch die Variabilitat 
in der Gestalt ein und desselben Chromosoms in verschiedenen Zellen 
zu verfolgen. Das ist natiirlich nicht méglich, wenn man immer nur 
einzelne giinstig liegende Chromosomen eines Kernes zur Verfiigung hat. 


Zur Unterscheidung der Chromosomen konnten nur die gréBeren heterochroma- 
tischen Komplexe herangezogen werden, denn die Zahl der ,,Makrochromomeren“, 
aus denen sich ein solcher Komplex zusammensetzt, ist betrachtlichen Schwan- 
kungen unterworfen. Sie kénnen, je nach dem Grad der Dehnung, die sie bei der 
Praparation erfahren haben, bald eng zusammengeriickt als Einheit erscheinen, 
bald mehr oder weniger gestreckt und in einzelne kleinere Komplexe aufgegliedert 
sein. Die Lange der euchromatischen Schenkel variiert noch starker. 

Vielfach ist deutlich zu sehen, daB durch das starke Quetschen die Chromo- 
somen gedehnt werden wie ein Gummiband. Dabei werden die urspriinglich engen 
Spiralwindungen einfach aufgezogen (Abb. 4). Man mu8 bedenken, daB durch 
die Praparation die kugelférmigen Zellen zu einer Flache auseinandergedriickt 
werden; die Chromosomen aber geben der Dehnung elastisch nach und liegen 
dann alle in einer Ebene. .Dadurch werden natiirlich die Langenverhaltnisse 
vollig verzerrt, denn ein Chromosom, das zufallig gekriimmt in der Mitte einer Zelle 
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liegt, wird keine so starke Dehnung erfahren wie eines, das sich’ von einem Ende 
des Kernes bis zum anderen erstreckt. Deshalb wurde auch der Langenmessung 
keine allzu groBe Bedeutung zugemessen. Trotz dieser Schwierigkeit lieBen sich 
Chromosomenschemata konstruieren, denn wenn in einer Zelle alle Chromosomen 
deutlich zu verfolgen sind, lassen sie sich meistens doch in ein Schema einordnen. 


Es folge nun eine Beschreibung der Chromosomengestalten der beiden 
partiell-heterochromatischen Arten. 





Abb. 13. Pachytin von S. horminum mit Schema. 2160mal. 


a) S. horminum. 


Es gelang aus einem Praparat 14 Kerne vollstandig zu analysieren. 
Diese wurden zunichst mit dem Zeichenapparat gezeichnet, dann photo- 
graphiert und vergréBert. An Hand der Photos und der Zeichnungen 
wurden die Einzelheiten der Strukturen in Schemazeichnungen ein- 
getragen, dann mit einem Kartenmesser ausgemessen und auf Geraden 
eingezeichnet. Auf diese Weise wurden die Schemata zu den Abbildungen 
erhalten. Die Abb. 13 zeigt die Chromosomen der Zelle 1 im Photo mit 
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dazugehérigem Schema, in Abb. 14 sind dieselben Chromosomen gerade- 
gestreckt dargestellt. 


Chromosom 1 hat asymmetrische Schenkel und 2 Makrochromomeren, Chromo- 
som 2 ist ebenfalls asymmetrisch und besitzt 2 sehr groBe ,,Chromomeren“, die 
meistens in 2 gréBere und 2 kleinere 

7 ty aufgeteilt sind, dazu aber noch End- 
2 eo knépfe, die man allerdings nicht 
immer sieht. Chromosom 3 hat min- 
destens 3 groBe Makrochromomeren, 
pee -—__________ die sich auch in mehrere kleinere teilen 
k6énnen; es ist etwas kiirzer als Chro- 
mosom 1] und 2. Chromosom 4 ist das 
& 2—00- Nukleolenchromosom; das dem Nu- 
kleolus anliegende Ende enthalt eine 
Reihe von heterochromatischen Kno- 




















6 e ten, oft ist es ungepaart und bildet 
Abb. 14. Chromosomenschema von eine Schleife (vgl. Abb. 13). Dann 
S. horminum. folgt ein blasser Abschnitt und danach 


2 immer deutliche Knépfe. Chromo- 
som 5 hat 2—3 Mittelknépfe und 1 Endknopf; es ist, wie auch die folgenden Chro- 
mosomen, wesentlich kiirzer als das 1. und das 2. Chromosom. Chromosom 6 
ist ahnlich gebaut wie Chromosom 5, zeichnet sich aber gegeniiber diesem durch 





Abb. 15. Pachytain von S. nemorosa Miinchen mit Schema. 2160mal. 


einen auffallenden interkalaren Knopf aus. Die Chromosomen 7 und 8 sind 
sehr kurz, ersteres besitzt 2 Makrochromomeren, letzteres hat nur einen groBen 
Mittelknopf. 


b) 8. nemorosa. 
Auf ahnliche Weise wie bei S. horminum wurden Chromosomen- 
schemata hergestellt (Abb. 15 und 16). Die Gestalt und Anordnung der 
Makrochromomeren ist bei S. nemorosa konstant und immer gut zu 
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erkennen, sofern die beiden gepaarten Chromosomen parallel liegen. An 
Stellen, wo sie sich umwinden oder gegenseitig tiberlagern, kénnen die 
Struktureinzelheiten undeutlich werden, ebenso wie durch sehr starke 
Chromatinauflagerung bei den Zwittern, weil damit zugleich ihr Durch- 
messer groBer wird als die 
Tiefenschirfe der Optik, so Y/Y 

















daB Unschirfen infolge von 7 ™** sip ee 
Focusdifferenzen auftreten J sa: 
k6nnen. th eas 

Chromosom 1, das Nukleolen- 5 2-= 
chromosom, hat einen ahnlichen 6 





Bau wie das Nukleolenchromosom 
der S. horminum. Die Chromoso- 7 ————esg——— 

men 2 und 3 zeichnen sich je durch Abb. 16. Chromosomenschema von S. nemorosa 
einen kurzen heterochromatischen Miinchen. 

und einen langen euchromatischen 

Schenkel aus. In giinstigen Zellen kann man auch noch diese beiden Chromosomen 
voneinander unterscheiden: bei Chromosom 2 ist die Reihenfolge der hetero- 
chromatischen Fadenstiicke kurz-lang-kurz, beim 3. Chromosom dagegen lang- 
lang-kurz. Chromosom 4 ist besonders charakteristisch ; es zeigt einen unterbrochen 





Abb. 17. Pachyt&én von §. nemorosa Freiburg, 2 Nukleolenchromosomen. 2160mal. 


stark heterochromatischen Endabschnitt und, von diesem durch ein blasses Faden- 
stiick getrennt, noch ein langes medianes heterochromatisches Segment. Bei 
diesen Chromosomen ist die Lage der Insertionsstelle nicht feststellbar. In der 
Linie §. nemorosa Freiburg ist das Chromosom 4 ebenfalls Nukleolenchromosom, 
cs ist, neben Chromosom 1, immer am Nukleolus angeheftet und sein hetero- 
chromatischer Mittelteil ist nur kurz (Abb. 17). Offenbar ist es gegeniiber dem 
Chromosom 4 der Linie Miinchen strukturell umgebaut, doch sind diese LEinzel- 
heiten wegen der Nahe des Nukleolus nicht einwandfrei zu erkennen. Die Chromo- 
somen 5 und 6 haben eine mediane Insertionsstelle und auf beiden Seiten davon 
Makrochromomeren, das 5. je eine groBe, das 6. dagegen je eine groBe und ein bis 
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mehrere kleinere. Chromosom 7, das kiirzeste, mit ebenfalls medianer Insertion, A 
hat ein groBes und ein kleineres Makrochromomer und erinnert sehr an das Chro- : 
mosom 8 der S. harminum. Die Chromosomen 5 und 7 haben heterochromatische 

kleine Endknépfchen, die manchmal dem Nukleolus anliegen. 





Abb. 18. Pachytaén von S. glutinosa mit Schema. Heterochromatin fein verteilt. Euchro- 
matisches Aussehen des Kernes. 2000mal. 


c) Die Chromosomengestalten der verschiedenen Arten. 


Von S. glutinosa, cleistogama und argentea wurden einzelne analysierte Zellen 
in den Abb. 8—10 und 18 dargesiellt und schematisiert. Da es bei diesen Arten 
aber nicht immer méglich war, die einzelnen Chromosomen in verschiedenen 
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Abb. 19. Chromosomenschema von S. glutinosa. 


Zellen wiederzuerkennen, weil die Strukturen stark variabel und zum Teil wenig 
charakteristisch sind, sind diese Abbildungen nur als Beispiele fiir den Chromo- 
somenaufbau zu werten. Es scheint, als ob die Chromosomen von S. cleistogama 
denen der S. nemorosa entsprechen, denn abgesehen von der starkeren Auflocke- 
. rung des Heterochromatins ist ihr Aufbau ganz ahnlich; die bei S. nemorosa unter- 
scheidbaren Chromosomen 1—6 findet man bei S. cleistogama in doppelter, das 
kurze Chromosom dagegen in 4facher Anzahl, nur mit dem Unterschied, daB von 
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den charakteristischen Heterochromatinkomplexen jeweils mehrere kleinere ab- 
gespalten sind (vgl. Abb. 8 und 15). Bei den meisten Arten kommen kleine Chromo- 
somen vom Typ des Chromosom 8 von S. horminum oder des Chromosom 7 von 
S. nemorosa vor. Die euchromatischen Formen zu analysieren war vollig unméglich. 
S. sclarea zeigte eine Kreuzkonjugation, die entweder die Folge einer reziproken 
Translokation oder ein Quadrivalent sein kann, 9. cleistogama besitzt eine Inversion 
und eine Translokation (Abb. 8). 


IV. Die Auswertung der Diakinesekonfigurationen. 


Die Chiasmabildung 148t sich am besten in der Diakinese beob- 
achten, wo die Chromosomen so stark verkiirzt sind, daB die Kerne iiber- 
sichtlich werden; das Diplotin ist dagegen meistens stark verkniauelt. 





Abb. 20. Spates Diplotaén von S. argentea. Chiasmen terminalisiert. 900mal. 


Allerdings hat man bei der Verwendung der Diakinese als Teststadium 
die Terminalisation der Chiasmen stets zu beriicksichtigen, die bewirkt, 
daB alle oder ein Teil der gebildeten Chiasmen an die Enden riicken und 
zum Teil auch aufgelést werden. Fir die Frage nach der Zahl, der Lage 
und der Ortsverinderungen der Chiasmen in Euchromatin und Hetero- 
chromatin ist es aber nétig zu wissen, ob sich aus der Diakinese etwas 
iiber die urspriingliche Lage der Chiasmen ersehen ]é8t und ob ihre Ter- 
minalisation von einer bestimmten Chromosomenstruktur abhingig ist. 


Methodisch wurde dabei so vorgegangen, daB zunichst alle Zellen gezeichnet 
wurden; dabei wurde die Lage der Chiasmen klassifiziert in terminal, subterminal 
und median, Als Beispiele sind einige Zellen in den Abb. 20—23 dargestellt. In 
der ersten Zeile der Tabelle 1 sind die Diakinesefiguren angeordnet, die in un- 
serem Material regelmaBig wiederkehrten und darunter die Hiaufigkeiten, mit 
denen sich diese Figuren in den untersuchten Arten fanden. In der gleichen Weise 
waren zuvor die einzelnen Zellen behandelt worden und aus dieser Zusammen- 
stellung lieBen sich die Chiasmafrequenzen und das Verhaltnis von terminalen zu 
interstitiellen Chiasmen errechnen. SchlieBlich wurde die auf diese Weise ermittelte 
Haufigkeit derin den verschiedenen Chromogomenabschnitten gefundenen Chiasmen 
zur Pachytanstruktur in Beziehung gesetzt. 

Auf die besonderen Konfigurationen in der Diakinese soll in dieser Arbeit 
nicht naher eingegangen werden, doch sei kurz erwahnt, daB S. cleistogama (n = 16) 
mit gewisser RegelmaBigkeit Quadrivalente bildet, bei S. sclarea auBert sich die auch 
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im Pachytén beobachtete Kreuzkonjugation ebenfalls im Auftreten von Vierer- 
ringen und -ketten. Weitere abnorme Figuren sind als Folgen von kleinen Chromo- 
somenumbauten oder von spontanen Mutationen aufzufassen. Die relative Haufig- 





Abb. 21. Spates Diplotan von S. nemorosa. Chiasmen interstitiell. 900mal. 
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Abb. 22. Diakinese von S. glutinosa. Die Nukleolenchromosomen mit interstitiellen 
Chiasmen, sonst alle Chiasmen terminal, etwa 900mal. 
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Abb. 23. Diakinese von S. horminum. Chiasmen zum Teil interstitiell. 900mal. 


keit solcher abnormer Figuren erklart sich wohl daraus, daB bei einem Fremd- 
befruchter wie Salvia kleine Chromosomenmutationen leicht heterozygotisch er- 
halten bleiben. 
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Tabelle 1. Die Konfigurationen in der Diakinese, absolute Zahlen. 



























































Form der Bivalente 
eeue- (enen a Son- | Multi 
Art men- zahl () | ) I 3 () yi Se () () || | stige |valente Tete 
oF | Try dibs Nedioat Q}o 
Salvia 
glutinosa > 8 14 47| 34] 6| 2) 3| 9 pal i al ta a 4 112 
horminum. . 8 52 92 | 187 |20|22/17|16| 74 | 4 31 1 2 416 
Bastard. . . | 9/+1 52 | 127| 189/}38/32/.8; 8} 52/}2]/1/11 468 
nemorosa . . 7 51 11| 55/)19)58/17/17| 174 | 3 3 357 
cleistogama 16 80 | 408 | 640 | 23|)44| 5/13) 41 | 8 28 70 41280 
jurisict. . . ll 66 | 269 | 395/| 3/ 3) 6] 6 6 | 3/2/31 2 726 
pratensis 8 72 | 227| 285/12/13/ 4] 7] 18 8 2 576 
austriaca . . 9 96 | 164 | 177 |59| 72/37) 72) 263 |8| 2) 6 4 864 
sclarea ... ll 59 | 214] 387) 4] 3] 1| 5 5)1 13 16 649 
officinalis . . 7 8 23 5| 3; 1] 1|.3] 12) 4) 4 56 
argentea 
jung ...| 11 | 57 | 315/273\/11/ 6| | 6} 2] 1/2] 2 12 | 627 
mittel. . . 11 100 | 377| 676; 5) 4] 2) 2) 16 2 16 {1100 
GiGi gs Foss 8 ll 52 | 205 | 346/) 3] 2) 2) 3 8 1 2 572 


a) Die Chiasmafrequenz. 

In der iiblichen Weise wurde zuniichst die durchschnittliche Chiasma- 
frequenz je Zelle und deren Streuung berechnet. Dabei zeigte sich, daB 
die Zahl der Chiasmen je Zelle mit der Chromosomenzahl steigt ; S. nemo- 
rosa mit n = 7 bildet im Durchschnitt 8,3 Chiasmen, S. cleistogama mit 
n = 16 dagegen 22,1 (Tabelle 2). Dies sind die beiden Extreme, die 
anderen ordnen sich dazwischen ein. Um nun aber eine bessere Vergleichs- 
méglichkeit zu haben, wurden die Chiasmahiaufigkeiten auf ein Chromo- 
som bezogen, und nun zeigt sich ein ziemlich einheitliches Verhalten. 


Tabelle 2. Chiasmenhdufigkeit. 



































Art ae. — Chiasmen — Dift 
er +—_ mm m ————- 
xi — Zelien | J@ Zelle = a = Mote 
Salvia 
nemorosa.| 7 | Bi | 831 | 0,164 | 1,188 | 0,0240), 395 
horminum 8 52 10,44 0,236 1,313 0,0296 ; 
sclarea. . ll 59 14,83 0,200 1,348 0,0182 
jurisicu . 1l 66 15,02 0,238 1,365 0,0217 
argentea 
mittel . 1l 100 14,97 0,160 1,361 0,0146 , 2,64 
alt. 1l 52 15,12 0,223 1,374 0,0202 
Bastard . | 9/+1 52 12,38 0,235 1,376 0,0261 3,33 
cleisiogama| 16 | 80 | 2208 | 0,928 | 1,380 | 0,0142 | \{| & 59 
austriaca . 9 96 12,62 0,145 1,402 0,0161 - 
haematodes 8 72 11,39 0,174 1,424 0,0217 
argentea } 4,49 
j 17,07 1,552 0,0185 

















108 GerTRup Linnert: 


Unter allen hier untersuchten Arten werden je Bivalent zwischen 1,18 
und 1,73 Chiasmen gebildet; d.h. aber, daB tiber die Hilfte aller Bi- 
valente nur ein einziges Chiasma zeigt, ein kleiner Teil in jedem der 
beiden Schenkel eines und Bivalente mit 3 und mehr Chiasmen gehéren 
zu den Ausnahmen. Die Zahl der Chiasmen, die in jedem Bivalent 
zustande kommen kénnen, ist also begrenzt. Die statistische Analyse 
der Chiasmafrequenzen je Chromosom ergab aber doch noch gesicherte 
und bedeutsame Differenzen: S. nemorosa hat gegeniiber allen anderen 
Arten eine sehr viel geringere Chiasmabildung. Die iibrigen Arten lassen 

sich in eine kontinuierliche Reihe 





___  Tabelle 3. i stellen, deren Nachbarglieder sich 
Interstitielle und terminale Chiasmen. : : A 

nicht wesentlich voneinander 

Be pee: | eens unterscheiden, wohl aber das 

% erste und das letzte Glied der 








Reihe. So ist die Differenz zwi- 


Salvia argentea schen 8. horminum und S. pra- 
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a 
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mittel . .. 97,86 1497 

| as 97,46 786 tensis statistisch gesichert. Die 
won POG ed 4d Arten mit dem am stirksten kon- 
jurisicié : 96,47 991 zentrierten Heterochromatin haben 
— pee pe Bg demnach also die niedrigste Chias- 
hae | ae 194 mafrequenz. ae 
Bastard’... 76,86 644 Zufallig fand sich ein Praéparat 
officinaiis. . . 71,57 102 —s- von S. argentea, das zur Hiailfte 
hate ra biga Bn Zellen mit spiten Diakinesen ent- 
mnemorosa. . . 28,07 424 hielt, deren Chromosomen stark 


kontrahiert und deren Nukleolen 
schon aufgelést waren, zur Hilfte aber fanden sich Zellen, die sich noch 
im spéten Diplotin befanden mit sehr langen umwundenen Chromo- 
somen. Die Zellen beider Stadien stammten aus derselben Anthere und 
diirften sich also unter so gleichmaéBigen Bedingungen entwickelt 
haben, wie es irgendmdglich ist. Trotzdem haben die alteren Zellen viel 
weniger Chiasmen als die jiingeren, namlich 1,37 gegen 1,55 je Chromo- 
som. Der t-Wert (Diff/mpjr) betrigt 6,50. Im Verlauf der Diakinese 
erfolgt demnach eine betrdchiliche Abnahme der Chiasmen durch Ter- 
minalisation. Die Auszihlung eines weiteren Praiparates mit mittleren 
Diakinesen, die aus einer anderen Knospe stammten, erbrachte ein ahn- 
liches Resultat wie die oben beschriebenen .,alten‘‘ Zellen. 


b) Das Verhiltnis von interstitiellen und terminalisierten Chiasmen. 

Des besseren Vergleiches halber wurden die Terminalisationskoeffi- 
zienten ausgerechnet, daneben aber die Summe aller Chiasmen, die der 
Berechnung zugrunde lagen, in absoluten Zahlen angegeben. Die ein- 
zelnen Arten verhalten sich verschieden, wie aus Tabelle 3 zu ersehen 

















109 





Die Struktur der Pachytaénchromosomen. 





ist. S. nemorosa hat mehr interstitielle als terminale Chiasmen, bei 
allen anderen Arten iiberwiegen die terminalen in verschiedenem Aus- 
maB, wobei sich ebenfalls gleitende Ubergiinge zeigten. Der Vergleich 
der jungen und alten Zellen von 8S. argentea ergab in dieser Hinsicht 
keinerlei Differenz, in der hier erfaBten Zeitspanne findet also keine 
wesentliche Verschiebung von Chiasmen nach den Enden statt. Die 
Terminalisation mu8 also schon friiher vor sich gegangen sein, ver- 
mutlich schon im friihen Diplotan. 


c) Die Héaufigkeit der Chiasmen in den verschiedenen Regionen 
eines Chromosoms. 


Die Bivalente, wie sie in der Diakinese erscheinen, lassen erkennen, ob ihre 
Chiasmen in der medianen, subterminalen und terminalen Region liegen und 
dadurch ist die Bestimmung der Chiasmafrequenzen dieser unterscheidbaren 
Chromosomenabschnitte méglich. Es schien tunlich, als MaBstab nicht die abso- 
luten Zahlen zu verwenden, sondern die Zahl der Chiasmen je Chromosom. So 
zeigen also die in Abb. 24 dargestellten Ergebnisse an, wieviele Chiasmen im 
Durchschnitt in einer Region gefunden worden sind. Um die unbequemen kleinen 
Bruchzahlen, die naturgemaB entstehen, weil die Gesamtzahl der Chiasmen eines 

- Chromosoms immer zwischen 1 und 2 liegt, zu vermeiden, wurden alle Zahlen 
mit 1000 multipliziert; eine Einheit der Abb. 24 stellt also 4/1999 Chiasma dar. 
Diese so erhaltenen Werte wurden auf ein Schema aufgetragen, in dem die Art, 
wie das Heterochromatin auf den Pachytinchromosomen verteilt ist, in stark 
vereinfachter Form dargestellt wurde. In dieser Darstellung konnte nicht be- 
riicksichtigt werden, wie sich die ungleichschenkligen Chromosomen verhalten, 
weil sie in der Diakinese nicht erkennbar sind. Da auch bei den gleichschenkligen 
Chromosomen in der Diakinese die beiden Schenkel nicht zu unterscheiden sind, 
wurde bei der Zuordnung der Chiasmen zum rechten oder zum linken Schenkel 
bei allen Arten in gleicher Weise nach einem bestimmten Schema verfahren. 
Die geschlossenen Bivalente zaihlten je einmal fiir jedes Chromosomenende, 
Stabbivalente als ein Chiasma am linken Ende. Bei Anwesenheit eines terminalen 
und eines subterminalen Chiasmas wurde das terminale dem linken, das 
subterminale aber dem rechten Schenkel zugeordnet, ein subterminales Chiasma 
allein aber dem linken Schenkel; bei gleichzeitiger Anwesenheit eines terminalen 
und eines medianen Chiasmas wurde ersteres ebenfalls zum linken Ende gezahlt. 
Auf diese Weise wurde eine Verteilung der Chiasmen auf die verschiedenen 
Chromosomenregionen erhalten, wie sie die Abb. 24 zeigt. Sie umfaBt alle Arten 
auBer S. nemorosa, die gesondert behandelt werden soll. 


Aus Abb. 24 geht hervor, daB in allen hier dargestellten Fallen die 
tiberwiegende Zahl der Chiasmen terminalisiert ist, daB trotzdem aber 
die medianen die subterminalen iiberwiegen. Bei manchen Arten ist 
das besonders eklatant, z. B. bei S. horminum und austriaca. Die lockere 
oder konzentriertere Anordnung des Heterochromatins hat jedoch im 
allgemeinen keinen EinfluB auf die Lage der Chiasmen, denn unter den 
euchromatischen Formen haben S. jurisicii und S. pratensis vorwiegend 
Endchiasmen, wahrend bei der ebenfalls euchromatischen S. austriaca 
ein groBer Teil median und auch subterminal liegt. Unter den stark 
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heterochromatischen Formen finden sich ebenfalls beide Anordnungen : 
besonders viele mediane Chiasmen bei S. horminum, fast ausschlieBlich 
terminalisierte bei S. argentea. Das zeigt also, daB die Lage der Chiasmen 
in der Diakinese villig unabhiingig ist von der Menge des vorhandenen 
Heterochromatins, daB also ihre Bildung und auch die Terminalisation 
eigenen GesetzmaBigkeiten folgen. 
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Abb. 24. Die Verteilung der Chiasmen auf den Chromosomen der verschiedenen Arten. 


d) Die Lokalisation der Chiasmen auj den verschiedenen Chromosomen 
; von S. nemorosa. 

S. nemorosa vereinigt in sich mehrere giinstige Eigenschaften, die 
fiir unsere Fragen besonders aufschluBreiche Untersuchungen ermég- 
lichen. Ihre Chromosomen sind identifizierbar, das spate Diplotan ist 
zuganglich und erlaubt eine Analyse der Chiasmenbildung, auch in 
diesem Stadium lassen sich Euchromatin und Heterochromatin unter- 
scheiden und schlieBlich besitzt sie lokalisierte Chiasmen. Dadurch war 
es méglich, die Lage der Chiasmen auf den einzelnen und erkennbaren 
Chromosomen zu bestimmen und ihre Haufigkeit festzustellen. 

Im Diplotin von S. nemorosa lassen sich 5 Chromosomenkategorien unter- 
scheiden: 1. das Nukleolenchromosom, 2. die Chromosomen 2 und 3 mit einem 
kurzen heterochromatischen Schenkel, 3. das stark heterochromatische Chromo- 
som 4; 4. die beiden gleichschenkligen Chromosomen 5 und 6 und 5. das ganz kurze 


Chromosom 7. In allen 5 Gruppen kann man erkennen, ob Chiasmen an den 
Enden, im subterminalen, mittleren oder proximalen Abschnitt des Euchromatins, 
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an der Grenze zwischen Euchromatin und Heterochromatin oder innerhalb des 
heterochromatischen Bereiches liegen. Als Beispiel wurde eine Zelle in Abb. 21 
gezeigt. In der Abb. 25 wurde die Verteilung der Chiasmen auf den Pachytan- 
chromosomen in ahnlicher Weise dargestellt wie es oben fiir alle anderen Arten 
geschehen ist. Hier wurden nun aber die absoluten Zahlen angegeben, also die 
Zahl der tatsaichlich gefundenen Chiasmen. Bei den symmetrischen Chromosomen 
5—7, an denen man den rechten und den linken Schenkel nicht unterscheiden 
kann, wurden alle Chiasmen iiber dem linken Schenkel eingetragen. Tatsachlich 
wiirde also ungefahr die Halfte davon jeder Seite zuzuordnen sein. 


Die Auszaihlung der Chiasmen in den verschiedenen Regionen der 
unterscheidbaren Chromosomen erbrachte mit einer gewissen Regel- 
maBigkeit folgende Anordnung: die meisten Chiasmen finden sich an 
der Grenze zwischen Euchro- 
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menteilen oder tatsichlich Abb. 25. Die Verteilung der Chiasmen auf den 
im Heterochromatin selbst einzelnen Chromosomen von S. nemorosa. 


liegen, 14Bt sich allerdings 

nicht unterscheiden. Die Summe aller Chiasmen des euchromatischen 
Bereiches ist durchweg kleiner als die der im oder neben dem Hetero- 
chromatin gelegenen. Verschwindend wenige Chiasmen aber sind ter- 
minalisiert, und deshalb ist wohl anzunehmen, daB bei dieser Form 
so gut wie keine Terminalisation stattfindet und die Chiasmen sehr nahe 
bei der Stelle liegen, an der sie entstanden sind. Die Nukleolenbildungs- 
region ist véllig frei von Chiasmen. Bemerkenswert ist auch, daB die 
kurzen heterochromatischen Schenkel der Chromosomen 2 und 3 Chias- 
men und einige Male sogar Endbindungen aufweisen. Diese Chromo- 
somen besitzen aber mpglicherweise ein sehr kurzes euchromatisches 
Endstiick. 





e) Uberblick. 

FaBt man die Ergebnisse der Untersuchungen in Diplotin und Dia- 
kinese zusammen, dann lassen sich einige GesetzmaBigkeiten der Chiasma- 
bildung erkennen. Der Vergleich von S. nemorosa und S. argentea zeigt, 
daB diese beiden Arten sich hinsichtlich ihrer Terminalisationsgeschwin- 
digkeit unterscheiden, und weiter, daB bei der Form mit terminalisierten 
Chiasmen das An-die-Enden-riicken schon sehr frithzeitig erfolgen muB, 
denn schon im spiten Diplotin ist der Vorgang bei S. argentea im 

















112 


GERTRUD LINNERT: 





wesentlichen beendet; in der nachfolgenden Diakinese aber findet eine 
langsame Auflésung der Endchiasmen statt. Bei S. nemorosa dagegen 
unterbleibt die Terminalisation waihrend des friihen Diplotans und in 
der Diakinese sind noch ebenso viele interstitielle Chiasmen wie vorher 
vorhanden, die sich erst in der Anaphase lésen. Letzteres ist allerdings 
nicht streng bewiesen, weil zu wenig Diakinesezellen gefunden worden 
sind, um sie quantitativ auszuwerten. Immerhin zeigten die wenigen 
untersuchten Diakinesen eine solche Tendenz an. 

Ob auBer der unterschiedlichen Terminalisationsgeschwindigkeit auch 
noch eine bevorzugte Chiasmabildung an den Chromosomenenden von 
S. argentea eine Rolle spielt, 148t sich nicht ohne weiteres entscheiden. 
Da die wenigen interstitiellen Chiasmen dieser Art immer median liegen, 
muB diese Region also grundsitzlich zur Bildung von Chiasmen be- 
faihigt sein. Bei S. nemorosa aber ist ganz sicher der heterochromatische 
Bereich um das Centromer und vor allem die Grenze zwischen Eu- und 
Heterochromatin eine Region erhdhter Chiasmabildung. Auch bei 
S. austriaca, horminum und anderen, deren Terminalisation im ganzen 
stirker ist, finden sich ebenfalls besonders viele proximale Chiasmen. 
Da man demnach annehmen darf, daB das Verhalten von S. nemorosa 
infolge der hier herrschenden besonders giinstigen Verhialtnisse ein Ab- 
bild der in der gesamten Gattung Salvia bestehenden Verhaltensweise 
bei der Chiasmabildung darstellt, ist der Schlu8 berechtigt, daB grund- 
sitzlich die immer mit besonders viel, wenn auch zuweilen sehr schwach 
kondensiertem Heterochromatin ausgestattete Centromerregion in der 
Bildung von Chiasmen vorangeht. Die Annahme einer erhéhten Chiasma- 
formation in der Nihe der Chromosomenenden bei den Formen mit 
terminalisierten Chiasmen ist also keineswegs unumginglich, wohl aber 
lassen sich alle Differenzen unter den Arten hinsichtlich ihres Anteils 
an interstitiellen Chiasmen lediglich durch — vielleicht regional — ver- 
schiedene Terminalisationsgeschwindigkeit erklaren. 


D. Diskussion der Ergebnisse. 

Es war im vorstehenden Teil ausschlieBlich von den Chromosomen 
im Ablauf der Meiosis und dem Pachytiin die Rede. So fragt es sich 
nun, wieweit der Schlu8 auf die Chromosomen im allgemeinen von der 
Bearbeitung einzelner Stadien aus méglich ist. Die alte Vorstellung 
von der Individualitat der Chromosomen, von einer spezifischen Auf- 
einanderfolge verschiedener aber bestimmter Elemente im Chromo- 
somenfaden hat heute noch volle Geltung,; die Annahme eines unmittel- 
baren und ununterbrochenen Zusammenhang von Mitosis und Meiosis 
besteht. somit zu Recht. Und nur auf diesen kommt es fiir das Ver- 
erbungsgeschehen, fiir die Weitergabe der in den Chromosomen lo- 
kalisierten Erbanlagen an. Gewif8 hat sich heute gezeigt, daB der 
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Stoff- und Formwechsel der Chromosomen weitaus komplizierter ist, 
als man friher annahm. Wir wissen sogar, da in der Abseitigkeit rein 
somatischer Differenzierungen in den Arbeitskernen die Chromosomen- 
zahlkonstanz und auch die Individualitét der Einzelchromosomen auf- 
gehoben werden kann. Fiir die Weitergabe des Erbgutes in der Ab- 
folge aller mitotischen und meiotischen Vorgiinge steht aber gleicher- 
maBen fest, da8 sich alle Stoff- und Formumsetzungen an derselben 
individuell bestimmten Grundstruktur vollziehen. Um so bedeutungs- 
voller ist es, immer wieder von neuem die Frage zu stellen, was von 
den morphologisch sichtbaren Elementen der Chromosomen, die ja 
von Stadium zu Stadium all der karyotischen Ablaufe héchst ver- 
schieden sind, als Bestandteile der konstanten Grundstruktur und was 
als voriibergehendes Produkt des verinderlichen Stoff- und Form- 
wechsels zu werten ist. 


I. Der Bau der Pachyténchromosomen. 

Schon seit McCuiintocks klassischen Pachytaénuntersuchungen an 
Mais (1931 und 1934) ist bekannt, daB sich auf den gepaarten Chromo- 
somen dieses Stadiums starker gefirbte und dickere Abschnitte, die 
knobs, neben diinnen Fadenteilen abzeichnen. Solche stark firbbaren 
Strukturen finden sich bei vielen Arten bald in gréBerer, bald in gerin- 
gerer Ausdehnung. Bei diesen Bildungen handelt es sich wohl in den 
meisten Fallen um Heterochromatin im Sinne von Hertz (1929), némlich 
um Chromosomenteile, die auch im Ruhekern nicht entspiralisiert werden, 
sondern Chromozentren bilden. 

Schon die héchst unterschiedliche Bezeichnungsweise der verschiedenen 
Autoren ist typisch fiir deren theoretische Einstellung. Brown (1949) bezeichnet 
sie als ,,chromatische Zonen“ gegeniiber den ,,achromatischen“‘, CoLEMAN (1941) 
nennt sie ,,chromocenters“, andere Autoren hingegen sprechen ohne weiteres von 
»,»Heterochromatin“ und ,,Euchromatin“, wenn sie solche Differenzierungen an 
Pachytanchromosomen finden (z. B. MarquarpT 1937, Ernst 1938, JapHa 1939, 
OErHLKERS 1944, GorrscHaLK 1951 und 1954, Liwa-pg-Farta 1952 usw.). Die 
Feinstruktur dieser Gebilde ist demnach also ebenso problematisch wie die des 
Heterochromatins iiberhaupt. Wahrend LorBreEr (1934) bei Lebermoosen und 
MarquarpT an Oenothera zeigen konnten, was auch JapHA und SmiTH (1952) 
auf Grund von Kontraktiorismessungen annehmen, daB das Heterochromatin des 
Pachytans spiralisiert sei, geben DaRLineTon und La Cour (1940), Brown, 
Lima-DE-Faria und GorTTscHALK demgegeniiber an, es bestehe aus besonders 
groBen, mit Nukleinsaiure iiberladenen Chromomeren, die sich eng beriihren und 
dabei verschmelzen kénnen. 

Fir eine Entscheidung der offenen Frage nach dem Feinbau des 
Heterochromatins im Pachytin sei auf die ungewéhnlich klaren Bilder 
verwiesen, die man von Salvia nemorosa erhilt. Sie zeigen mit Deut- 
lichkeit, daB das Heterochromatin dieser Art aus einem stark verdickten 
Chromonema besteht und lose spiralisiert ist. Chromomeren finden sich 
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dagegen nicht. Da die Dicke der heterochromatischen Fadenabschnitte 
variabel ist, wie der Vergleich der Weibchen und der Zwitter zeigt, ist 
anzunehmen, das die Pollenmutterzellen der Weibchen, die unmittelbar 
vor der Auflésung stehen, offenbar an Chromatinarmut leiden, so daB 
die Beladung der Chromosomen mit Nukleinsaéure eingeschrankt ist. 
Man k6énnte allerdings die verschiedene Fadendicke des Heterochromatins 
auch als Folge einer mehr oder weniger engen Kleinspirale verstehen, 
die deshalb homogen erscheint, weil ihre Windungen seitlich verklebt sind. 

Gegentiber den noch gestreckten Leptotinfaden verandert sich das 
Bild der Chromosomen im Pachytén hauptsichlich durch die Ent- 
stehung einer Spirale, deren Windungen den gleichen Durchmesser 
haben, wie die Windungen, die die Chromosomen beim ,,relational 
coiling“ durchfiihren. Dadurch werden die Konturen der Chromosomen- 
paare verandert, sie sind nun nicht mehr glatt, sondern gewellt, eine 
Verklebung heterochromatischer Partien kommt haufiger vor und da- 
durch iiberhaupt erst entsteht der Eindruck einer Chromomerenstruktur. 


Die Struktur der euchromatischen Chromosomen wird allgemein als ein Ab- 
wechseln von Chromomeren und Fibrillen angesehen, wie es BELLING (1928) als 
erster bei Liliwm dargestellt hat. Die Chromomeren sollen die Orte sein, von denen 
die Genwirkung ausgeht, und aus diesem Grunde ist DARLINGTON und eine Reihe 
anderer Autoren dazu iibergegangen, die Chromomerei selbst schon als ,,genes*‘ 
zu bezeichnen. Diese Auffassung setzt aber voraus, daB die Chromomeren konstante 
Gebilde sind und da8 der Chromomerenbau der Chromosomen allgemein ver- 
breitet ist. Das trifft jedoch nicht zu. 

BELLINGS ,,Chromomeren“, die er im Leptotaén gefunden hat, sind nun aber 
sicher Artefakte als Folge ungeeigneter Fixierung gewesen, die dadurch entstanden 
sind, daB sich beriihrende Faden Trépfchen gebildet haben, denn mit modernen 
Fixier- und Farbemethoden findet man weder im Diplotin noch im Leptotan 
Chromomeren. Vollig glatte Chromonemen sind z.B. auch bei Digitalis purpurea 
zu sehen (LINNERT 1949, Abb. 4 und 17). Entsprechende Gebilde wie BELLINGS 
Chromomeren treten erst im Pachytin auf und kénnen verschiedene Ursachen 
haben. Eine davon stellt die Spiralisation der beiden gepaarten Chromosomen dar. 
Eine solche ist fiir eine Reihe verschiedenster Objekte schon friiher nachgewiesen 
worden. Nach Nese und Rurte (1936 und 1937) beginnt die Spiralisation bei 
Trillium, Hordeum, Secale und Dissosteira und nach LORBEER bei verschiedenen 
Lebermoosen schon im spiten Leptotin, bei J'radescantia, Vicia, Lilium, Secale 
und Rhoeo nach den Angaben von Sax und Sax (1935) erst im spiten Pachytan. 


Durch die Spiralisation aber verindert sich das Aussehen der Paar- 
linge im Euchromatin ebenso grundlegend wie im Heterochromatin. 
Nur dann, wenn beide Chromosomen sich gegeniiber dem Beschauer 
decken, sieht man die Spirale und in den véllig heterochromatinfreien 
Chromosomenteilen von S. horminum zeigt sich dann auch ganz deut- 
lich ein gleichméBiger Faden (vgl. Abb. 4). Verlaufen dagegen die Spiral- 
windungen der beiden Chromosomen gegeneinander, dann sieht man 
sich tberkreuzende Faden und an diesen Stellen treten Schatten auf 
und bilden dunkle Punkte, die aber keine Chromomeren sind. Bei 
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S. glutinosa allerdings finden sich wirkliche kleine Knoten, die in den 
gepaarten Chromosomen auch meistens parallel liegen. Auf Grund des 
Vergleichs mit den vollkommen euchromatischen Chromosomenabschnit- 
ten von S. horminum, die keine Spur von chromomerenahnlichen Struk- 
turen zeigen, sind diese Gebilde aber als kleine Portionen Heterochromatins 
aufzufassen, die bei dieser Art iiber die ganze Chromosomenlange ver- 
streut sind und als Folge eben dieser besonderen Heterochromatin- 
struktur einen Sonderfall, aber keineswegs die Regel darstellen. SchlieBlich 
ist als dritte Ursache fiir das Auftreten chromomerenahnlicher Gebilde 
noch eine im spaéten Pachytan sichtbar werdende Kleinspirale zu nennen, 
deren Windungen sehr regelmaBig sind und sich deshalb auch einiger- 
maBen auf den Paaren entsprechen (Abb. 6). Eine solche Kleinspirale 
findet sich sicher auch bei anderen Objekten und ist z. B. bei Chorthippus 
(DaRLINGTON 1937, S. 95, Abb. 24) deutlich zu erkennen, auch bei Mais 
kommt sie vor (vgl. LiInNERT 1950, Abb. 7). 

Die an Salvia gewonnene Vorstellung von der Natur der ,,Chromo- 
meren‘‘ ]é8t sich sicher verallgemeinern, denn die meisten bekannten 
Objekte mit Chromomerenstruktur besitzen euchromatische Chromo- 
somen ohne festumrissenes Heterochromatin. So liegt die Vermutung 
nahe, daB auch bei diesen Formen Heterochromatin in fein verteilter 
‘Form vorliegt und diese kleinen Portionen Heterochromatins sind es, 
die man fiir Chromomeren gehalten hat. Die Hypothese von der Chromo- 
merenstruktur der Chromosomen 1éBt sich nun aber weder fiir das 
Euchromatin noch fiir das Heterochromatin aufrechterhalten. Echte 
Knoten treten auf den Faden nur in besonderen Fallen auf und stellen 
heterochromatische Strukturen dar. Da jedoch das Heterochromatin 
sich durch Genarmut auszeichnet, die Chromomeren dagegen die Trager 
der Gene sein sollen, ist es wohl besser, den Ausdruck ,,Chromomeren“ 
zu vermeiden. Die auf Grund unserer Untersuchungen gewonnene Vor- 
stellung vom Bau der Pachyténchromosomen stimmt mit der von 
OEHLKERS vertretenen iiberein (Vorlesungen in Freiburg), wonach die 
euchromatischen Chromomeren Artefakte als Folge des Spiralbaus dar- 
stellen und héchstens gréBere heterochromatische Chromosomenab- 
schnitte die Bezeichnung ,,Makrochromomeren“ verdienen. 

Noch ein anderes Phinomen spielt im Hinblick auf die morphologische 
Gestalt der Pachytiinchromosomen eine Rolle, das DaRLineTon (1937) 
beschreibt. Er fand bei Agapanthus eine stirkere Farbbarkeit der Chro- 
mosomen in der Centromerregion auf Grund einer vorzeitigen ,,Konden- 
sation‘ und nennt sie eine lokalisierte ,,precocity“ im Gegensatz zur 
,,Heteropyknosis‘‘. Die chromosomalen Verhiltnisse an demselben Objekt 
benutzt Lima-pz-Faria (1954) als Stiitzen seiner Gradiententheorie. 
Nach DaruineTon handelt es sich dabei offenbar um eine zur Insertions- 
stelle hin zunehmende fortschreitende Spiralisation, nach LIMA-DE-FaRIa 
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um eine ebenso gerichtete Abstufung von ChromomerengréBe, Faden- 
dicke und Farbbarkeit der Chromonemen und er macht dafiir ein Stoff- 
gefalle verantwortlich, das vom Centromer ausgehen soll. Eine ahnliche 
Erscheinung findet sich bei S. argentea mit ihrer labilen Heterochromasie, 
die sich darin auBert, daB manche Zellen in allen Chromosomen eine 
vom Centromer ausgehende Abnahme der Farbungsintensitaét zeigen, 
andere Zellen im gleichen Praparat aber lange Chromosomen besitzen, 
von denen einige partiell heterochromatisch, einige aber vollkommen 
euchromatisch sind. Auch hier liegt die Vermutung einer vorzeitigen 
Spiralisation als Folge lokalisierter ,,precocity“ nahe. Das Spiralisations- 
vermoégen der Chromosomen kann somit der Schliissel zum Verstindnis 
vielfaltiger Chromosomenstrukturen sein, des Pachytins ebensowohl 
wie anderer mitotischer und meiotischer Stadien. 

Die Spiralstruktur der Metaphasechromosomen ist einwandfrei von vielen 
Autoren an den verschiedensten Objekten bewiesen [vg]. die Sammelreferate von 
StravB (1938) und GEITLER (1940)]. Die Existenz meiotischer Kleinspiralen ist 
zwar neuerdings von Rucn (1949) wieder in Frage gestellt worden, doch wird eine 
oder auch mehrere submikroskopische Kleinspiralen und schlieBlich eine moleku- 
lare Spiralstruktur, deren Drall die Ursache fiir die Spiralen héherer Ordnung 
sein mag, von vielen Autoren in Erwaigung gezogen (DaRLINGTON 1937, FRey- 
Wysstine 1954). Damit stimmt gut iiberein, wenn Yasuzumi (1951) auf Grund 
elektronenmikroskopischer Untersuchungen eine mehrfache Spiralstruktur auch 
der Ruhekernchromosomen feststellt. Die Modellbilder Yasuzumis (S. 224) ent- 
sprechen genau der hier entwickelten Vorstellung vom Bau der Pachytaénchromo- 
somen, wobei es sich freilich im Pachytaén um eine ganz andere Dimension handelt. 

Ein solcher spiraliger Aufbau der Chromosomen aus mehreren Spi- 
ralen verschiedener GréBenordnung wiirde alle so grundlegenden Unter- 
schiede in Gestalt und GréBe der Chromosomen, wie sie im Lauf der 
Entwicklung auftreten, erkliren, ebenso wie die Variabilitat der Chromo- 
somen unter verschiedenen Arten, ohne daB das Gesetz von der Indi- 
vidualitat und der Kontinuitaét der Chromosomen angetastet wird. 


II. Die Natur des Heterochromatins. 


Im vorhergehenden Abschnitt war vielfach die Rede von dem Gegen- 
satz: Heterochromatin—Euchromatin als zweier, substantiell ver- 
schiedener Chromosomenteile, die zugleich auch héchst unterschiedlich 
in ihrer Struktur sind. Seitdem HEIrz in seiner ersten Darstellung tiber 
diesen Gegenstand den Begriff ,,Heterochromatin“ einfiihrte, hat die 
Diskussion tiber dessen Natur nicht geruht und ist auch heute noch 
nicht beendet. Bevor etwas aus unseren Befunden dazu gesagt werden 
kann, sei die gegenwartige Situation erlautert. 

Schon 1934 unterschied Herrz zweierlei Formen des Heterochromatins, namlich 
«- und £-Heterochromatin bei Drosophila. Spaiter wurden diesen beiden ersten 
Arten noch weitere hinzugefiigt, namlich das Nukleolenheterochromatin und das 
interkalare, das sich aber gegeniiber dem Euchromatin morphologisch wenig unter- 
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scheidet und nur wegen seiner Genarmut, zum anderen auch seiner besonderen 
Fragmentationsbereitschaft halber als Heterochromatin bezeichnet wird (HaNNAH 
1951). Weiterhin konnte WauiTE (1935 und 1940) nachweisen, daB sich bei Heu- 
schrecken das Heterochromatin in manchen Entwicklungsstadien durch besonders 
intensive, in anderen aber durch besonders geringe Farbbarkeit auszeichnet und 
pragte den Begriff der ,,negativen Heterochromasie“. DARLINGTON und La Cour 
(1938 und 1940), Haca (1944) sowie GEITLER (1940) fanden eine ahnliche Ab- 
hangigkeit, jedoch nicht von bestimmten Entwicklungszustanden, sondern von 
AuBenbedingungen insofern, als nach Einwirkung tiefer Temperaturen positive 
Heterochromasie in die negative umschlagen kann. Dartineton und La Cour 
schlieBen aus diesem Befund, daB das Heterochromatin nicht nur einen eigenen 
Spiralisationsrhythmus besitzt, sondern auch eine vom Euchromatin verschiedene 
Beladung und Entladung durch Nukleinséiure im Laufe des Formwechsels der 
Zellkerne erfaihrt; W1ILson und Booruroyp (1944) halten jedoch den Umschlag in 
negative Heterochromasie durch Kalteeinwirkung fiir eine Folgeerscheinung von 
Spiralisationsstérungen. Weitere Ausfiihrungen iiber die verschiedenen Auf- 
fassungen von der Natur des Heterochromatins finden sich in den Sammelreferaten 
von Pontecorvo (1944), ReEsENDE (1945) und Hannan (1951). 

Ein weiterer Befund wurde bedeutungsvoll, der besagt, daB bei verschiedenen 
Arten gleicher Gattung in ein und demselben Entwicklungsstadium und unter 
gleichmaBigen Bedingungen das Heterochromatin in héchst verschiedener Weise 
verteilt sein kann. Wieder ist Herrz (1935) der erste, der darauf hinweist, daB es 
in der Gattung Impatiens stark- und schwachheterochromatische Formen gibt, 
spaiter fand GrITLER (1938 und 1943) zweierlei Heterochromatin, lockeres und 
kompakteres, bei Heuschrecken und Bliitenpflanzen, fiir Streptocarpus gibt OEHL- 
KERS (1944) und fiir Fritillaria La Cour (1950) zweierlei Heterochromatin an, 
Hertz fand, daB Valeriana dioica ein Heterochromatin besitzt, das sich im Ruhe- 
kern teilweise entspiralisiert (Hertz 1950). BuatracHarsya (1954) schlieBlich 
untersuchte das Verhalten von kompaktem und zerstreutem Heterochromatin bei 
Impatiens und konnte nachweisen, daB bei beiden Formen die Gesamtmenge des 
vorhatidenen Heterochromatins ungefahr gleich ist, daB aber die Chromosomen 
mit verteiltem Heterochromatin gegen Réntgenstrahlen empfindlicher sind als 
die mit konzentriertem. 

So steht also die Gattung Salvia mit ihren verschiedenen Sorten 
Heterochromatins nicht allein. Den Uberlegungen des vorigen Ab- 
schnittes folgend, miissen wir annehmen, daB die Verschiedenheiten in 
der Heterochromasie durch das Zusammenwirken immer lockerer wer- 
dender Spiralisation mit immer weiter zunehmender starkerer Ver- 
teilung des Heterochromatins zustande kommt. So unterscheiden sich 
S. horminum und S. nemorosa, beide mit kompaktem Heterochromatin 
ausgestattet, vor allem durch die Enge der Spiralwindungen, die bei 
S. horminum durch seitliches Verkleben der Windungen zur Bildung von 
Makrochromomeren fiihrt. S. cleistogama und S. sclarea entsprechen im 
Hinblick auf die Spiralisation ungefaéhr dem Status von S. nemorosa, 
doch ist eine Dekonzentration darin zu erblicken, daB kleinere Portionen 
Heterochromatins von dem zentralen Block abgespalten sind. Bei 
S. glutinosa geht aber die Aufteilung des Heterochromatins so weit, daB 
zahlreiche kleine Portionen iiber fast die ganzen Chromosomen verteilt 
sind. Bei den Arten mit ,,euchromatischen“‘ Chromosomen, wie z. B. 








118 GertRup LInNERT: 


S. jurisicii, ist tiberhaupt kein Heterochromatin mehr wahrnehmbar; 
der auffallende Unterschied in der Farbbarkeit zwischen dem Euchro- 
matin der partiell heterochromatischen und dem der rein euchromatischen 
Chromosomen, der auch von GOTTSCHALK neuerdings (1954) bei Solana- 
ceen beobachtet wurde, ]a4Bt aber vermuten, daB auch bei letzteren 
Heterochromatin vorhanden ist, aber so fein verteilt, daB die einzelnen 
Abschnitte sich nicht mehr vom Euchromatin abheben. Auf diese Weise 
k6énnen also alle Uberginge von partiell stark heterochromatischen bis 
zu scheinbar rein euchromatischen Chromosomen entstehen, wie sie sich 
in der Reihe S. horminum — nemorosa —> cleistogama und sclarea —> glu- 
tinosa — jurisicii darstellen. 

Uber die Vorgiinge, die sich bei der Entstehung der verschiedenen 
Heterochromatinanordnungen abspielen, und ihre Ursachen lassen sich 
nur Vermutungen anstellen. Nach dem, was wir heute tiber Formver- 
ainderungen an den Chromosomen wissen, gibt es zwei Méglichkeiten fiir 
eine Erklérung: entweder kénnen sie auf Chromosomenmutationen 
durch Brechen und Wiederverheilen der Bruchflichen, oder aber auf 
einer Auflockerung von kompaktem Heterochromatin, sei es durch 
lokale Endspiralisation, sei es durch lokale Euchromatisierung inter- 
kalarer Teile beruhen. Der umgekehrte ProzeB, namlich die Entstehung 
kompakten Heterochromatins aus zerstreutem, miBte dementsprechend 
auf Spiralisation oder Heterochromatisierung beruhen. Nur die Unter- 
suchung der Pachyténpaarung von entsprechenden Bastarden kénnte 
vielleicht tiber diese Fragen AufschluB geben; leider ist jedoch die Art- 
bastardierung innerhalb der Gattung Salvia besonders schwierig. 

Trotzdem gibt es einen Anhaltspunkt fiir die Annahme einer Um- 
wandlung der Heterochromasie und gegen die Theorie des Chromosomen- 
umbaus; nimlich den Befund, daB (mit Ausnahme von 8S. argentea) die 
Art der Heterochromasie prinzipiell bei allen Chromosomen eines Ge- 
noms gleich ist. Entweder besitzen alle Chromosomen — meist zu 
beiden Seiten der Insertionsstelle — konzentriertes, oder aber alle zer- 
streutes Heterochromatin. Diese Erscheinung fallt unter den wiederum 
von Heitz stammenden Begriff der ,,aéquilokalen Heterochromatie“, der 
besagt, daB das Heterochromatin auf den verschiedenen Chromosomen 
einer Art stets in gleicher Weise angeordnet ist. Nun ist es aber un- 
wahrscheinlich, da8 durch Chromosomenumbauten eine so gleichmaBige 
Verteilung des Heterochromatins und auf allen Chromosomen in gleicher 
Weise rein zufillig zustande kommen sollte. Deshalb ist eher anzu- 
nehmen, daB die Heterochromasie ein wandelbarer Zustand ist, der 
innerhalb der Kerne fiir alle Chromosomen gleichmaBig gesteuert wird. 


Als erste auBerte Japa (1939) eine solche Vermutung: sie fand, daB in Oeno- 
therenbastarden, die den stringens-Komplex enthalten, die heterochromatischen 
Mittelstiicke aufgelockert sind und euchromatinahnlich aussehen, und hielt es 
durchaus fiir méglich, daB der Effekt einer dominanten Genwirkung vorliegt. 
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Einen zweiten ahnlichen Fall fand FerNanpEs (1939 und 1951), der eine monogen 
gesteuerte Heterochromatinisierung iiberzihliger und B-Chromosomen bei Nar- 
zissus nachweisen konnte. 

Eine ahnliche Steuerung la8t sich auch vermuten, wenn man die Chromosomen 
von 8S. glutinosa und S. horminum miteinander vergleicht. Beide Arten besitzen 
8 Chromosomen, beide Satze bestehen aus 2 langen, 4 mittellangen und 2 kurzen 
Chromosomen. Da man annehmen darf, daB der Genbestand bei beiden Arten 
wenigstens in groBen Ziigen gleich ist, drangt sich der Gedanke auf, ob nicht, 
trotz aller Verschiedenheit in der Gestalt, eine gewisse Homologie der Genome 
besteht, und ob nicht die zu beobachtende Verschiedenheit durch sekundare Ab- 
wandlungen entstanden sein kénnte. Eine Auflockerung der Spiralisation ist als 
Ursache um so wahrscheinlicher, als die Chromosomen von 8S. glutinosa bedeutend 
langer sind als die von S. horminum (vgl. Abb. 14 und 19). Fast noch anschaulicher 
zeigen die Genome von S. nemorosa und S. cleistogama eine solche Umwandlung 
auf. Erstere zeichnet sich durch kompaktes Heterochromatin aus, letztere besitzt 
die gleichen Chromosomen in doppelter Anzahl, die zwar die groben und charakteri- 
stischen Makrochromomeren erkenner. iassen, dariiber hinaus jedoch eine starke 
Auflockerung des Heterochromatins zeigen (vgl. Abb. 9, 15 und 17). 

Wir stehen damit aber vor der Frage, ob ,,Heterochromatin“ gar 
keine besondere Substanz darstellt, sondern nur einen bestimmten Zu- 
stand des Chromonemas, der reversibel von einer Form in die andere 
umgewandelt werden kann, oder ob die Umwandlung nur eine scheinbare 
ist, wobei durch Auflockerung des Heterochromatins nur eine rein 
morphologische Angleichung der beiden Chromatine aneinander bewirkt 
wird. Diese Frage ist bis jetzt nicht entscheidbar, ihre Beantwortung 
hangt letztlich von der Aufklarung der molekularen Struktur in Eu- und 
Heterochromatin ab, davon, ob die Heterochromasie auf der Anlagerung 
bestimmter Substanzen auf ein unverindertes Grundgeriist beruht oder 
aber auf einer spezifischen Zusammensetzung dieses Grundgeriistes 
selbst. Die zuerst genannte Deutung laBt eine reale Umwandlung von 
Heterochromatin in Euchromatin und umgekehrt méglich erscheinen, 
und dafiir sprechen auch die Befunde FERNANDES’. PoNTECORVO (1944), 
RESENDE (1945) und Hannan (1951) sind in Ubereinstimmung damit 
der Ansicht, daB durch Heterochromatisierung von Chromosomen oder 
von Chromosomenteilen der Gengehalt bestimmter, vielleicht in Uber- 
zahl vorhandener Partien inaktiviert und unschadlich gemacht werden 
kann, wobei durch Abschwiachung urspriinglich normaler Gene Polygene 
entstehen. Diese Theorie wird durch den Nachweis einer temperatur- 
bedingten Heterochromatinisierung bestimmter Teile von Speichel- 
driisenchromosomen im Zusammenhang mit genetisch erfaBbaren Posi- 
tionseffekten, wie sie PROKOFJEWA-BELGOWSKAJA (1947) gefunden hat, 
sowie auch durch den Gehalt an minutes und repeats im interkalaren 
Heterochromatin von Drosophila gestiitzt. 

Demnach wire die Genarmut des Heterochromatins sekundar ent- 
standen, entweder durch Nukleinsdéureauflagerung oder durch Spirali- 
sierung oder vielleicht auch durch beides. Diese Hypothese, die in 








120 GERTRUD LINNERT: 


gliicklicher Weise zytologische und genetische Befunde vereint, besagt 
also, Heterochromasie sei ein genetisch und umweltbedingt gesteuerter 
Zustand der Chromosomen, der eine Veranderung der genetischen 
Eigenschaften so verwandelter Chromosomenteile zur Folge hat. 


III. Heterochromatin und Chiasmabildung. 


Die Orte, an denen im Pachytin der Stiickaustausch der Chroma- 
tiden durch Brechen und reziprokes Verheilen erfolgt, sind nicht zu- 
fallig auf den Chromosomen verteilt, sondern ordnen sich nach be- 
stimmten GesetzmaBigkeiten. 

MarTuHER (1936 und 1940) konnte nachweisen, daB hierbei eine Interferenz be- 
steht, so daB ein einmal erfolgter Austausch einen zweiten in unmittelbarer Nahe 
verhindert. Demnach bilden sich die Chiasmen eines Bivalents in ziemlich regel- 
maBigen Abstinden aus. Man pflegt dabei mit MaTHeER den differentiellen Abstand 
zwischen Centromer und dem ersten proximalen Chiasma von dem interferentiellen 
Abstand zwischen den Chiasmen eines Schenkels zu unterscheiden. In einigen 
Fallen geht allerdings die Interferenz auch iiber das Centromer hinweg (PAtau 
1941). Diese GesetzmaBigkeiten gelten nach MaTHER ohne Riicksicht auf die 
Langsstruktur der Chromosomen. Dariiber hinaus kann er nachweisen, daB das 
proximale Chiasma immer als erstes angelegt wird und daB auch in den inerten, 
d.h. heterochromatischen Regionen crossing over vorkommt. DARLINGTON stellte 
eine Reihe von Objekten zusammen, bei denen proximale Chiasmen bevor- 
zugt auftreten, vermutlich deshalb, weil die Centromerregion bei der Paarung 
vorangeht. 

Obwohl DaRtiIncTon und MaTuHER nachweisen konnten, da im Heterochro- 
matin von Drosophila crossing over vorkommt, existieren eine Reihe von Beob- 
achtungen, wonach im Heterochromatin keine Chiasmen gebildet werden: z.B. 
fanden Marquarpt (1937) und JapHa (1939) in jahrelangen Beobachtungen nur 
ein einziges Mal ein Chiasma im Heterochromatin von Oenothera, allerdings einem 
Objekt mit vollstandiger Terminalisation. Bei allen anderen Objekten, bei denen 
sich eine Chiasmabildung im Heterochromatin nicht nachweisen ]48t, handelt es 
sich ebenfalls stets um Formen mit terminalisierenden Chiasmen, wie Plantago 
(HypE 1953), Tomate (Brown 1949), T'ribolium (SmitH 1953). 


So angesehen kénnte also die Chiasmafreiheit des Heterochromatins 
ein Effekt des Terminalisationsvorganges sein und ware also als solche 
keineswegs erwiesen. Eindeutige Aussagen hieriiber lassen sich nur an 
Objekten mit interstitiellen Chiasmen gewinnen, die wirklich im Diplotan 
noch an der gleichen Stelle liegen, an der sie im Pachytin entstanden 
sind. Das ist aber bei Salvia nemorosa der Fall, und fiir dieses Objekt 
lassen sich nun tatsichlich auch in heterochromatischen Abschnitten 
einwandfrei Chiasmen nachweisen: ein Novum gegeniiber allem bisher 
Bekannten. Freilich ist das Heterochromatin dieser Art nicht maximal 
kondensiert, sondern aus mehreren ,,Makrochromomeren‘’ zusammen- 
gesetzt. Es ware demnach durchaus denkbar, dafi der genaue Ort der 
Chiasmabildung die Grenzflichen zwischen Eu- und Heterochromatin 
sind. Tatsichlich finden sich auch bei anderen Objekten in solchen 


Die Struktur der Pachytanchromosomen. 121 


Grenzbereichen die Mehrzahl aller Chiasmen. Moglicherweise ist auch 
die Lange des differentiellen Abstandes von der Lange der hetero- 
chromatischen Mittelstiicke abhangig und nicht umgekehrt, wie MATHER 
es interpretiert. Das kompakte Heterochromatin wire dann chiasmafrei, 
aber unmittelbar an der Grenze zwischen Eu- und Heterochromatin 
wiirde das erste proximale Chiasma entstehen und die folgenden sich 
nach den Gesetzen der Interferenz anreihen. Formen mit gegliedertem 
Heterochromatin kénnen aber auch Chiasmen innerhalb dieser Ab- 
schnitte bilden, wie wir es bei Salvia nemorosa gefunden haben. Auf 
diese Weise lieBe sich die urspriingliche Vorstellung von der Chiasma- 
freiheit des Heterochromatins mit unseren neuen Befunden zwanglos 
vereinigen. 
IV. Die Terminalisation der Chiasmen. 

Die Lage der Chiasmen in der Diakinese hangt einmal davon ab, 
an welcher Stelle sie urspriinglich entstanden sind, zum anderen von 
der nachfolgenden Terminalisation im Diplotin, d. h. der nachfolgenden 
Verschiebung zum Ende der Bivalente hin. Wie oben gezeigt wurde, 
ist das Ausmaf dieser Terminalisation bei den einzelnen Salbeiarten 
verschieden, und es mu8 deshalb die Frage gestellt werden, ob die 
Geschwindigkeit der Chiasmabewegung im ganzen Kern in artspezifisch 
festgelegter Weise gleichmaBig vor sich geht, oder ob einzelne Bivalente 
sich, je nach ihrer eigentiimlichen Struktur, unabhaingig voneinander 
verhalten. Es gibt Hinweise dafiir, da8 beides vorkommt. 


Zunachst sei wiederum kurz dargestellt, was bisher iiber die GesetzmaBigkeit 
der Terminalisation bekannt ist. Der Vorgang an sich wurde von DaRLINGTON 
aufgeklart, der gleichzeitig nachweisen konnte, daB alle Chiasmen interstitiell 
entstehen, nachtraglich aber an die Enden riicken, und da8 somit die Endbindungen 
der Bivalente in der Diakinese und Metaphase auch Chiasmen sind. DARLINGTON 
zeigt weiterhin, da8 unter Tieren und Pflanzen sowohl vollstandige wie unvoll- 
staindige Terminalisation vorkommt, und er fand auch einige Hinweise, was die 
Ursachen fiir ein solches unterschiedliches Verhalten sein kinnen. Zum Beispiel be- 
sitzen lange Chromosomen hiufiger interstitielle Chiasmen als kurze, aber auch die ab- 
solute Zahl der gebildeten Chiasmen spielt eine Rolle dabei, denn bei Zea und 
Tulipa ist das einzige Chiasma eines Schenkels meistens ein Endchiasma. Dar- 
LINGTON fand auBerdem, da$ die Terminalisationsbewegung mit dem Eintreten 
der Metaphase unterbrochen wird, die Chiasmen bleiben dann bis zur Anaphase 
an der gleichen Stelle liegen. Durch die Terminalisation wird aber ihre Zahl nicht 
verringert, vielmehr sammeln sie sich an den Enden an. Diese ersten Untersuchun- 
gen wurden spiter von MaTHER erganzt durch den Nachweis, daB es ,,moving 
and non-moving chiasmata“ gibt. Er sagt, die Terminalisation sei ein Alles-oder 
Nichts-ProzeB, der seiner Meinung nach ebenfalls in der Metaphase sistiert. Diese 
letzte Aussage wurde durch die Untersuchungen HorrmManns an Oenothera (1954) 
allerdings nicht bestatigt; bei diesem Objekt geht die Terminalisation bis zur 
Metaphase weiter, denn sowohl terminale wie auch interstitielle Chiasmen werden 
im Verlauf von Diakinese und Metaphase weniger. Uber die Frage nach dem Zu- 
sammenhang zwischen Heterochromasie und Terminalisation existieren keine 
definitiven Aussagen, JaPHa wies lediglich darauf hin, daB sich in der Zusammen- 
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stellung DaRLineTons unter den Formen mit vollstandiger Terminalisation iiber- 
wiegend solche mit proximalem Heterochromatin befinden, daB also diese Anord- 
nung offenbar die Terminalisation begiinstige. 

Die Untersuchungen an Salvia erbrachten in einigen Punkten eine 
Ergainzung unserer Kenntnisse von den GesetzmaBigkeiten der Ter- 
minalisation der Chiasmen. Die Aussage Dar.LineTons, daB die Ter- 
minalisationsbewegung im friihen Diplotan erfolgt, wahrend der Dia- 
kinese und Metaphase aber unterbleibt, bestatigte sich insofern, als 
sich auch bei den Salvien das Verhialtnis von interstitiellen zu terminalen 
Chiasmen nach dem spaten Diplotan nicht mehr andert; im Gegensatz 
zu DaRLINGTON findet bei diesem Objekt ebenso wie bei Oenothera aber 
eine weitere Auflésung der Endchiasinen statt, wie die signifikante 
Differenz in der Chiasmafrequenz im Vergleich von Diplotin und spiter 
Diakinese zeigt. Man muB also zwischen der Bewegung der Chiasmen 
an die Enden und ihrer Auflésung scharf unterscheiden. Die Terminali- 
sation beruht auf der Trennung der Schwesterchromatiden infolge des 
Zuges, den die auseinanderweichenden Centromeren ausiiben, das Auf- 
lésen der Endbindungen aber auf der Trennung der offenbar besonders 
fest miteinander verhafteten Enden der Schwesterchromatiden. Der 
erste Vorgang beginnt mit dem Ende des Pachytins und endet mit dem 
Diplotin, der zweite beginnt in der Diakinese und endet in der Anaphase. 


Die Terminalisationsgeschwindigkeit ist artspezifisch festgelegt, wie 
der Vergleich verschiedener Salvia-Arten zeigt; z. B. besitzt S. nemorosa 
so gut wie keine Chiasmabewegung, S. argentea dagegen eine nahezu 
vollstindige Terminalisation. S.horminum und andere nehmen eine 
Mittelstellung zwischen diesen beiden Extremen ein. Die Frage ist nun, 
ob das intermediaére Verhalten mancher Arten auf eine mittlere Ter- 
minalisationsgeschwindigkeit zuriickzufiihren ist, oder darauf, daB be- 
stimmte Chiasmen mancher Bivalente aus irgendeinem Grunde nicht 
terminalisieren kénnen. Im Falle einer Verlangsamung der Terminali- 
sation miBten sich alle interstitiellen Chiasmen den Chromosomenenden 
mehr oder weniger genihert haben, denn bei einer gleichzeitigen Be- 
wegung aller Chiasmen gegen die Enden miiBte die proximale Region 
zuerst chiasmafrei werden. Das ist aber tatsichlich nicht der Fall, 
vielmehr liegen die wenigen interstitiellen Chiasmen von S. argentea alle 
proximal, obwohl die iiberwiegende Mehrzahl aller Chiasmen dieser 
Form vollstandig terminalisiert sind und auch bei alien anderen Arten 
ist die Zahl der proximalen interstitiellen Chiasmen auffallend hoch. 
Wie Abb. 23 erkennen lat, finden sich z. B. auch bei S. horminum in 
der Diakinese noch Chiasmen im proximalen Heterochromatin. Es ist 
kein Zweifel, daB manche proximal gelegenen Chiasmen nicht terminali- 
sieren, auch wenn es die anderen alle tun. So liegt die Vermutung nahe, 
es liege in solchen Fallen ein lokales Hindernis vor, das die Chiasma- 
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bewegung hemmt, und die einfachste Erklarung ist die, daB es das 
Heterochromatin ist, das die Trennung der Schwesterchromatiden und 
damit die Terminalisation erschwert. 

Als Begriindung fiir diese Annahme kann angefiihrt werden, daB in einem 
Bivalent von S. cleistogama vor einem endstandigen Heterochromatinkomplex auf- 
fallend oft ein Chiasma interstitiell liegenbleibt. Dasselbe ist bei den hetero- 
brachialen Chromosomen 2 und 3 von 8S. nemorosa der Fall. 

Wenn aber alle Chiasmen in der Terminalisation behindert sind, die 
innerhalb heterochromatischer Komplexe gebildet werden, dann muB 
die Zahl der interstitiellen Chiasmen eines Kernes bei Objekten mit 
beweglichen Chiasmen einmal davon abhangen, wie sich die hetero- 
chromatischen Blécke iiber die Chromosomen verteilen, zum anderen 
von der Lage der Chiasmen in bezug auf das Heterochromatin. Da 
dieses meistens nicht abrupt aufhért, sondern mit allmahlich kirzer 
werdenden Teilen in das Euchromatin iibergeht, gibt es in der Uber- 
gangszone besonders viel euchromatische Stellen, an denen proximal 
von heterochromatischen Chromosomenteilen gelegene Chiasmen ent- 
stehen kénnen. Damit ist auch die Méglichkeit fiir das Zustande- 
kommen interstitieller Chiasmen eher gegeben. 


Zuletzt sei noch kurz die Frage erértert, ob die verschiedenen Zu- 
stinde des Heterochromatins, also seine Spiralisation und Dichte, sich 
auf die Terminalisation in gleicher oder in verschiedener Weise aus- 
wirken. Das Vorkommen interstitieller Chiasmen bei Salvia laBt keiner- 
lei Zusammenhang mit der Menge und Verteilung des Heterochromatins 
erkennen. Es ist also im Hinblick auf die Terminalisation gleichgiiltig, 
in welchem Zustand es sich befindet. In diesem Zusammenhang 1laBt 
sich zudem das Vorkommen interstitieller Chiasmen bei ,,euchromati- 
schen“‘ Objekten auch so verstehen, daB sich das auf solchen Chromo- 
somen vermutlich ebenfalls vorhandene, wenn auch nicht immer erkenn- 
bare fein verteilte Heterochromatin genau so terminalisationshemmend 
auswirkt wie das dichte, sichtbare. Auf Grund dieser wenigen Anhalts- 
punkte ist also anzunehmen, daB der Zustand des Heterochromatins 
fiir die Vorgiinge, die sich bei der Terminalisation der Chiasmen ab- 
spielen, bedeutungslos ist. 


V. Die genetische Bedeutung der Heterochromasie. 


In den vorhergegangenen Abschnitten war dargelegt worden, daB 
heterochromatische Strukturen in vieler Hinsicht ein eigentiimliches 
zytologisches Verhalten zeigen, das sich auf die an den Chromosomen 
wahrend der Vorbereitung der Fortpflanzungsprozesse abspielenden 
Ereignisse auswirkt und infolgedessen auch fiir die Vererbung bedeut- 
same Konsequenzen nach sich ziehen kénnte. Hierbei ist vor allem an 
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den zytologischen Vorgang zu denken, der dem genetischen crossing over 
zugrunde liegt, nimlich die Chiasmenbildung. 

Bei Drosophila fallen die als genleer und austauscharm befundenen Regionen 
mit dem Heterochromatin zusammen, und so muBte man annehmen, die Hetero- 
chromasie ware die Ursache fiir das andersartige genetische Verhalten dieser 
Regionen. MATHER sieht dagegen einen umgekehrten kausalen Zusammenhang 
darin, Er stellte die Frage, ob diese Regionen nicht vielleicht lediglich wegen 
ihrer Lage erst sekundar inert geworden sind, weil sie in der- durch Interferenz 
bedingten Zone geringen Austauschs liegen, also vor allem in der Nahe der Centromere,. 
Das Entscheidende ware demnach lediglich die Lage einer Region in bezug auf 
Centromer und Chromosomenlainge, nicht aber, ob sie eu- oder heterochromatisch 
gebaut ist. Damit ist aber die Rolle des Heterochromatins bei der Vererbung wieder 
vollig unklar geworden, umso mehr, als man ja gar nicht weiB, ob auch bei anderen 
Objekten als Drosophila das Heterochromatin wirklich genarm ist, die ja keineswegs 
so intensiv durchuntersucht sind wie Drosophila. Vielfach findet sich sogar die 
Ansicht, das Heterochromatin miisse gerade die Anlagen fiir die lebenswichtigen 
Organe oder auch fiir die artbestimmenden Merkmale tragen, die hier vor Austausch 
geschiitzt sind, wie LoRBEER (1934) es fiir die Gattung Oenothera annimmt. 

Die Bevorzugung der im heterochromatischen Bereich liegenden 
Chromosomenorte in der Chiasmenbildung, wie sie bei Salvia auftritt, 
ist durch eine bekannte Eigenschaft des Heterochromatins zu erklaren, 
namlich seine ganz besonders starke Paarungstendenz. Sie auBert sich 
darin, da schon die Chromozentren des prameiotischen Ruhekerns sich 
paaren, z. B. bei Digitalis (LINNERT 1949) und bei Plantago (HyDE 1953) ; 
bei zahlreichen anderen Objekten geht das Heterochromatin im Zygotin 
mit der Paarung voraus und bei Polyploiden findet sich haufig eine 
Sekundarpaarung der heterochromatischen Chromosomenteile, die 
Pseudomultivalente entstehen ]48t (LINNERT 1949). Diese besonderen 
Paarungstendenzen kénnen so die Ursache sein dafiir, daB die hetero- 
chromatinnahen Regionen bevorzugt Chiasmen bilden, denn in diesen 
Abschnitten dauert die Chromosomenpaarung langer als in anderen. 
Dadurch wird aber wiederum die Moéglichkeit eines Austausches ver- 
groBert. 

Ein noch wenig beachteter Aspekt der Heterochromasie ist die 
Frage ihrer Auswirkung bei Artbastardierung. Es ware denkbar, daB 
Genome mit verschiedener Heterochromatinstruktur in der Paarung 
behindert, entsprechende Bastarde also steril sein miiBten. Ja, es ist die 
Frage, ob solche Kombinationen iiberhaupt lebensfihig sind. So fiihrt 
OEHLKERS (1944) das MiBlingen aller Kreuzungsversuche zwischen 
kauleszenten und rosulaten bzw. unifoliaten Streptocarpus-Arten auf die 
Unvertriiglichkeit ihrer Genome als Folge verschiedener Heterochromatie 
zuriick. Andererseits aber gelang Hrusy (1935) der Bastard zwischen 
Salvia nemorosa X jurisicii, nach den-vorliegenden Untersuchungen also 
zwischen einer partiell heterochromatischen und einer euchromatischen 
Form, und dieser Bastard ist nicht nur lebensfihig, sondern besitzt nach 
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den Angaben Hrusys auch eine normale Chromosomenpaarung; in der 
Diakinese werden 7 Bivalente und 4 Univalente gebildet. Es wire 
sicher sehr interessant zu wissen, wie sich die Chromosomen im Pachytan 
verhalten. Natiirlich besteht die Méglichkeit, daB auch Rassen einer 
Art mit verschiedener Heterochromatinstruktur existieren, und daB 
Hrvpys Arten vielleicht gar nicht verschieden heterochromatisch waren. 
Die Tatsache, daB eigene Versuche, diese beiden Arten zu kreuzen, fehl- 
geschlagen sind, deutet darauf hin, daB der Kreuzung der von mir 
bearbeiteten Linien ein Hindernis im Wege steht, das bei Hrusys 
Linien nicht vorhanden war. ; 

Hier kénnen nun neue Untersuchungen einsetzen. Gibt es Rassen 
einer Art, die sich in ihrer Heterochromatinstruktur unterscheiden ? 
Worin bestehen solche Verschiedenheiten und kann man sie experi- 
mentell auslésen? Lassen sich verschieden-heterochromatische Rassen 
kreuzen und wie verhalten sich die Chromosomen in den Bastarden ? 
Ergeben sich aus der Heterochromasie Veranderungen in der Wirkungs- 
weise der Gene? Eine Vielfalt von Fragen ist somit noch zu lésen, mit 
denen sich ein weites Feld fiir zytogenetische Untersuchungen eréffnet. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

An der Meiosis von 11 Arten der Gattung Salvia wurden Fragen der 
Chromosomenstruktur und Chiasmabildung in Eu- und Heterochromatin 
untersucht. Die Ergebnisse sind folgende: 

1. Das Heterochromatin kann in verschiedener Weise auf den Chromo- 
somen angeordnet sein. Es ist entweder um die Centromere konzentriert 
oder in kleinen Portionen iiber langere Strecken verstreut; zwischen 
diesen Extremformen gibt es Uberginge. Durch stirkere oder schwi- 
chere Spiralisation kann Konzentration oder Dekonzentration hervor- 
gerufen werden. 

2. Das Euchromatin von S. horminum besteht aus einem vollig 
chromomerenfreien glatten Chromonema, das spiralisiert ist. Das Hetero- 
chromatin ist so stark konzentriert, daB es zu runden Kndépfen ver- 
schmilzt. 

3. Aus der Pachytanstruktur von S. nemorosa ergibt sich, daB das 
Heterochromatin aus einem stark verdickten Fadenabschnitt besteht, 
der ab und zu durch diinne Stellen unterbrochen ist. Das Euchromatin 
besteht ebenfalls aus glatten Faden ohne Chromomeren. Euchromatin 
wie Heterochromatin sind lose spiralisiert und zeigen auBer dieser 
groBen Spirale auch noch eine kleine. 

4, Bei S. glutinosa tauschen kleine Portionen zerstreuten Hetero- 
chromatins eine Chromomerenstruktur vor. 

5. Die Formen mit euchromatischen Chromosomen besitzen im 
ganzen dickere Chromonemata als die euchromatischen Teile partiell 
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heterochromatischer Chromosomen. Es wird geschlossen, daB bei diesen 
Formen das Heterochromatin so fein verteilt ist, daB man die einzelnen 
Portionen nicht mehr wahrnehmen kann. 

6. Bei S. argentea und einem Bastard unbekannter Herkunft gibt 
es labiles Heterochromatin, das infolge starkerer oder geringerer Spirali- 
sation bald tief gefarbt, bald euchromatinahnlich ist. 

7. Die Pachytinchromosomen von 8S. horminum und S. nemorosa 
wurden identifiziert. 

8. Da die Zah] der Chiasmen eines Chromosoms im Durchschnitt kon- 
stant ist, nimmt die durchschnittliche Haufigkeit der Chiasmen je Zelle 
mit steigender Chromosomenzahl zu. Die Arten mit dem am starksten 
konzentrierten Heterochromatin haben die niedrigste Chiasmafrequenz. 

9. In der Chiasmabildung sind die Grenzflichen zwischen Eu- 
und Heterochromatin bevorzugt. S. nemorosa bildet einen groBen Teil 
ihrer Chiasmen innerhalb der heterochromatischen Chromosomen- 
abschnitte aus. 

10. Die Terminalisation der Chiasmen wird mit MATHER als ein Alles- 
oder-Nichts-ProzeB erklirt, der im spiten Diplotin beendet ist. Gleich- 
zeitiges Vorkommen proximal und terminal gelegener Chiasmen im 
gleichen Kern wird als Folge einer lokalisierten Terminalisationshemmung 
bestimmter Chiasmen einzelner Bivalente gedeutet, wofiir interkalares 
Heterochromatin verantwortlich gemacht wird. 

11. Es wird angenommen, da trotz sehr verschiedener auBerer 
Gestalt der Chromosomen gewisse Homologiebeziehungen zwischen ein- 
zelnen Arten bestehen und daf die verschiedene Heterochromasie auf 
einer gesteuerten Abanderung der Spiralisation und der Beladung mit 
Nukleinséure beruht. 
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